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1.1 Das hepatozelluläre Karzinom 
Das primäre Leberzellkarzinom (hepatozelluläres Karzinom, HCC) geht von den 
Hepatozyten der Leber aus. Mit mehr als ½ Million Neuerkrankungen weltweit ist das 
HCC global ein häufiger Tumor. Jedoch bestehen starke regionale Unterschiede (WHO, 
2000). Während China als Land mit hoher Inzidenz (mehr als 15 Neuerkrankungen pro 
100000 Einwohner pro Jahr) fast 40% der jährlichen Neuerkrankungen stellt, liegt die 
Inzidenz in Europa bei 4-6 auf 100000 Einwohner (Caselmann, 1994; Munoz et al., 
1989; Skolnick et al., 1996). Männer erkranken häufiger an HCC als Frauen (Okuda, 
1992). Auch das Erkrankungsalter variiert mit der Region (Beasley et al., 1981; Colombo 
et al., 1991; Tsukuma et al., 1993). 
Diese epidemiologischen Unterschiede erklären sich aus den Risikofaktoren, z.B. der 
Durchseuchung einer Region mit Hepatitis B Viren (HBV) (Beasley, 1988; Tsukuma et 
al., 1993; Yu et al., 1994): Jährlich versterben 600000 Patienten an HBV assoziiertem 
HCC (Szmuness, 1978). In der Tumorigenese interagieren virale Proteine, z.B. HBx, mit 
Strukturen der Wirtszelle. Davon betroffen sind einzelne Signaltransduktionskaskaden, 
sowie Mechanismen der Tumor Suppression, der Apoptose und der DNA Reparatur 
(Caselmann, 1995; Caselmann, 1996; Caselmann et al., 1997; Rabe et al., 2000). Auch 
die chronische Infektion mit Hepatitis C Virus (HCV) ist mit einem erhöhten 
Erkrankungsrisiko für das HCC behaftet (Liang et al., 1994; Yu et al., 1994). Anders als 
bei HBV, ist das HCV assoziierte HCC allerdings nahezu ausschließlich in Folge einer 
zirrhotischen Leber zu finden (Brechot, 1997; Fattovich et al., 1997; Tradati et al., 1998). 
Es wird diskutiert, ob HCV Genotyp 1b ein eigenständiger Risikofaktor für das 
Leberzellkarzinom ist (Brechot, 1997; Bruno et al., 1997; Silini et al., 1996). Chronische 
Lebererkrankungen mit Zirrhose unterschiedlicher Ätiologie (Alkoholabusus, HCV, HBV; 
Hämochromatose) sind prädisponierende Faktoren in der Genese des HCC (Tsukuma 
et al., 1993). Weitere pathogenetische Faktoren der Hepatokarzinogenese sind 
Umwelttoxine, wie das Mycotoxin Aflatoxin B1, das Algentoxin Microcystin, das in 
Brunnenwasser vorkommt sowie der Zigarettenkonsum (Bressac et al., 1991; Tsukuma 
et al., 1993; Ueno et al., 1996). 
Die Diagnosestellung erfolgt in den meisten Fällen in einem späten Stadium, da 
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Symptome aufgrund der großen funktionalen Reserve der Leber erst spät auftreten 
(Kew et al., 1971). Kurative Ansätze, wie Leberteilresektion oder –transplantation 
kommen dann oft nicht mehr in Frage. Lokoregionäre Maßnahmen, wie die transkutane 
Ethanolinjektion, die transarterielle Embolisation oder die systemische Chemotherapie, 
haben oft nur palliativen Charakter (Bruix et al., 1998; Livraghi et al., 1998). Unter 
palliativer Therapie liegt die mediane Überlebenszeit bei etwa 8 Monaten. Die mittlere 
Lebenserwartung in Abhängigkeit von dem Okuda Stadium beträgt im Okuda Stadium I 
13,8 Monate, im Okuda Stadium II 9 Monate und im Okuda Stadium III 1 Monat (Abb. 1) 
(Rabe, 2001). Aus den limitierten zur Verfügung stehenden Therapieoptionen und der 
kurzen Überlebenszeit bei Erkrankung, ergibt sich die Notwendigkeit zur weiteren 
Erforschung der Hepatokarzinogenese und der Tumorprogression und neuartige 




















Abb. 1 Überleben nach Diagnose von HCC-Patienten in Abhängigkeit von der klinischen Stadieneinteilung 
nach Okuda. Bei der Mehrzahl der Patienten wird die Diagnose in den fortgeschrittenen Stadien II (56 % 




1.2 TGF-beta Familie 
Transforming Growth Factor beta (TGF-beta) wurde 1981 aufgrund seiner Fähigkeit, 
gesunde Fibroblasten der Niere zum Wachstum zu stimulieren, zum ersten Mal 
beschrieben (Roberts et al., 1981). Das Zytokin wurde zum Begründer einer ganzen 
Familie von Wachstumsfaktoren, zu der heute mehr als 40 verschiedene zählen. Alle 
sind Signalpeptide, die an spezifische Rezeptoren auf der Oberfläche der Zellmembran 
binden. Diese Superfamile unterteilt sich traditionell in den Prototyp TGF-beta, die 
Inhibine/Aktivine, die „bone morphogenetic proteins“ (BMP) und die „Müllarian Inhibiting 
Substance“ (MIS). Allerdings werden immer mehr Subfamilien beschrieben, so dass die 
Abgrenzungen nicht immer eindeutig scheinen (Wrana, 1998). 
1.2.1 TGF-beta Isoformen 
TGF-beta selbst liegt in Säugern in drei Isoformen vor: TGFß1, TGFß2 und TGFß3, die 
ähnliche, aber nicht gleiche Wirkung haben (Cheifetz et al., 1990; Kew et al., 1971; Ohta 
et al., 1987). Die Isoformen werden zudem in unterschiedlicher Konzentration in den 
Geweben vorgefunden. So findet sich TGFß1 vor allem im Knochen (80%), während in 
der Niere mehr als 50 % als TGFß2 vorliegt (Marra et al., 1996). Die Isoformen binden 
mit unterschiedlicher Affinität an die TGF-beta Rezeptoren. So ist die Affinität von TGF-
beta Rezeptor II (TGFßRII) 100-mal stärker für TGFß1 und TGFß3 als für TGFß2 (Lin et 
al., 1992). In in-vivo Studien mit TGF-beta Knock-out Mäusen konnten spezifische 
Funktionen der Isoformen in der Entwicklung nachgewiesen werden (Diebold et al., 
1995; Sanford et al., 1997). Die Isoformen sind jedoch untereinander und interspezifisch 
sehr hoch konserviert, und ihre Wirkung in-vitro, bis auf wenige Ausnahmen, so ähnlich, 
dass auf eine weitere Differenzierung im Verlauf verzichtet wird (Cheifetz et al., 1990; 
Hartsough et al., 1997). 
1.2.2 TGF-beta Wirkung 
TGF-beta trägt zur Regulation des Zellwachstums, der Zellzykluskontrolle, Adhäsion, 
Migration, der Zelldifferenzierung, Angiogenese, Immunreaktion und der Entstehung 
Extrazellulärer Matrix (ECM) bei (Massague, 1990) (als Übersicht siehe (Roberts, 
1990)). In der Leber stimuliert TGF-beta die Aktivation perisinusoidaler Zellen und 
induziert das Wachstum normaler Fibroblasten (Bachem et al., 1992). Auf Hepatozyten 
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wirkt TGF-beta, wie auf alle epitheliale Zellen, als Inhibitor der Proliferation (Russell et 
al., 1988). 
1.2.3 TGF-beta Sekretion und Aktivierung 
TGF-beta entsteht zunächst in der Zelle als Homodimer zweier Pro-TGF-beta Moleküle, 
die über eine Disulfid-Brücke miteinander verbunden sind. Die aktive Form wird durch 
Endoproteinasen von dem Propeptid abgespalten. Nach Abspaltung des Propeptids 
bleibt dieses als so genanntes „Latency Associated Protein“ (LAP) mit der aktiven Form 
nicht-kovalent verbunden (Gentry et al., 1988). Zellen in-vivo, und Kulturzellen bis auf 
wenige Ausnahmen (z. B einige Glioblastoma), sezernieren TGF-beta in latenter Form. 
Die Aktivierung erfolgt extrazellulär über verschiedene Mechanismen. In-vivo beinhaltet 
dies die Freisetzung von TGF-beta aus der ECM durch Serin Proteasen, die Aktivierung 
von TGF-beta durch Abspaltung des LAP durch Proteinasen (Plasmin, Cathepsin G, 
Thrombospondin, Integrin) und die negative Regulation der Aktivierung durch Abwerfen 
der TGF-beta präsentierenden Betaglykane von der Zelloberfläche (Crawford et al., 
1998; Munger et al., 1999; Sato et al., 1989). In-vitro, sind auch andere biochemische 
(z.B. extremer pH), und Medikamenten induzierte (z.B. Antiöstrogene, Glucocorticoide) 
Aktivationswege bekannt (als Übersicht siehe (Taipale et al., 1998)). 
1.3 TGF-beta Rezeptoren 
TGF-beta und verwandte Rezeptoren signalisieren durch ein transmembranär 
gelegenes Protein, der so genannten Serin/Threonin Kinase. In SDS-Page Assays mit 
radiotopem TGFß zeigten sich für fast alle Zelltypen Banden in Höhe von 55-70 kDa, 75-
100 kDa und 250-300 kDa, die der Größe nach als TGF beta Rezeptor Typ I, Typ II und 
Typ III benannt wurden (zur Übersicht siehe (Derynck et al., 1997)). 
1.3.1 TGF-beta Rezeptor Typ I und Typ II 
1.3.1.1 Die extrazelluläre Region  
Die TGF-beta Typ I und II Rezeptoren sind transmembranäre Glykoproteine (Lin et al., 
1992; Mathews et al., 1991). Die extrazelluläre Region besteht aus etwa 150 
Aminosäuren (AS) und ist N-glycosyliert (Cheifetz et al., 1988). 
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1.3.1.2 Die juxtamembranäre zytoplasmatische Seite 
Obwohl die juxtamembranäre zytoplasmatische Seite der Rezeptoren keine 
herausragenden strukturellen Eigenschaften zeigt, so sind Ser213 in TGFßRII und 
Ser165 in TGFßRI von besonderer Bedeutung. Ser213 in TGFßRII wird von der 
Rezeptor Kinase Liganden-unabhängig autophosphoryliert und ist für die Signalgebung 
des Rezeptors notwendig (Luo et al., 1997). Ser165 in TGFßRI hingegen wird Liganden 
abgängig durch den TGF beta Rezeptor Typ II phosphoryliert und scheint so die 
Intensität der Zellantwort zu modulieren (Souchelnytskyi et al., 1996). 
1.3.1.3 Die GS Domäne von TGFßRI 
Die GS Domäne ist eine hoch konservierte, dem Typ I Rezeptor eigene, 30 AS Region, 
welche ihren Namen der charakteristischen SGSGSG Sequenz verdankt. Die 
Phosphorylierung der Serine und Threonine in der TTSGSGSG Sequenz von TGFßRI 
durch den Typ II Rezeptor aktiviert das Signal (Souchelnytskyi et al., 1996; Wieser et al., 
1995; Wrana et al., 1994). Die vorletzte AS in der GS Domäne, an der Grenze zur 
nachfolgenden Kinase des Rezeptors, ist immer ein Threonin oder Glutamin. Es konnte 
gezeigt werden, das die Mutation dieser AS zu Glutamat oder Aspartat (saure AS mit 
elektronegativen Eigenschaften) zu der Entwicklung eines konstitutiv aktiven Rezeptors 
führt, dessen Signalgebung sowohl von der Anwesenheit eines Liganden, als auch vom 
Typ II Rezeptors unabhängig ist (Wieser et al., 1995). 
1.3.1.4 Die Rezeptor Kinase 
Weiter downstream in der AS Sequenz besitzen sowohl Rezeptor I als auch Rezeptor II 
eine Rezeptor Kinase, die das katalytische Zentrum der Rezeptoren enthält. In Typ I 
Rezeptoren finden durch die aktivierte Rezeptor Kinase die Phosphorylierungen des 
Substrats -SMAD-Proteine- an der AS Serin statt (Kretzschmar et al., 1997; Macias-
Silva et al., 1996). Typ II Rezeptoren benutzten die Kinase zur Liganden abhängigen 
Phosphorylierung von Typ I Rezeptoren an Serin und Threonin Stätten und zur 
konstitutiv aktiven Autophosphorylierung dieser Residuen (Lin et al., 1992; Luo et al., 
1997; Wrana et al., 1994). 
1.3.2 TGF-beta Rezeptor Typ III 
Als TGF beta Typ III Rezeptoren werden Betaglykan und Endoglin bezeichnet, 
transmembranäre Proteine, die zwar TGFß binden, jedoch selbst keine Signalfunktion 
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besitzen. Betaglykan scheint eher als Reservoir von TGFß auf der Zelloberfläche zu 
funktionieren, und präsentiert so das Zytokin dem TGFßRII (Lopez-Casillas et al., 1993). 
Endoglin weist eine hohe Homologie zu Betaglykan auf, bindet jedoch nur TGFß1 und 
TGFß3, kein TGFß2. Endoglin wird in einem sehr hohen Maß auf Epithelzellen 
exprimiert. In Mutationsanalysen des Endoglin-Gens konnte gezeigt werden, dass eine 
Mutation des Gens zu einer hereditären hämorrhagischen Teleangiektasie Typ I führt 
(McAllister et al., 1994). 
Rezeptor III kann so als akzessorischer Rezeptor der TGF-beta Signaltransduktion 
angesehen werden, der die Rezeptoraktivität über das Ligandenangebot regulieren kann 
(Massague et al., 2000). 
1.3.3 Interaktion der Rezeptoren und Regulation der Rezeptoraktivation 
In Abwesenheit eines Liganden, liegen TGFßRI und TGFßRII als unabhängige 
Homomere auf der Zelloberfläche vor (als Übersicht siehe (ten Dijke et al., 1996)). 
Bindung eines dimeren TGFß Liganden an TGFßRII führt zum Recruitment des Typ I 
Rezeptors in einen heterotetrameren Komplex. In diesem Komplex phosphoryliert 
TGFßRII, welches eine konstitutiv aktive Kinase besitzt, den TGF beta Rezeptor Typ I 
an Serin und Threonin Residuen der GS Domäne. Es erfolgt eine 
Konformationsänderung der Tertiärstrukur des Proteins und hierdurch die Freigabe des 
bis dahin sterisch behinderten katalytischen Zentrums der Kinase von TGFßRI 
(Massague et al., 2000). 
Die Rezeptor Kinase von TGFßRI ist nun frei zur Phosphorylisation des Substrats, der 
so genannten Smad Proteine (siehe Abb. 2). 
Die Aktivation der Rezeptoren unterliegt verschiedenen Regulationsmechanismen: Der 
membranverankerte TGFβRIII bindet TGFß und steigert so die Affinität der Bindung an 
den Rezeptorkomplex (Massague, 1998). Negative Kontrolle wird indirekt über die 
vermehrte Bindung von TGFß an Proteine wie Aktivin, Nodal oder BMP vermittelt 
(Massague et al., 2000). Direkte Inhibition der Rezeptorinteraktion erreicht die Bindung 
von FKBP12 an die GS Domäne, dadurch wird die Liganden-unabhängige 
Autophosphorylierung sterisch verhindert (Huse et al., 1999). Der Pseudorezeptor 
BAMBI hingegen bildet inaktive Dimere mit TGFβRI, und blockiert so die 





Abb. 2 Die Aktivierung des Signaltransduktionsweges wird durch die Bindung eines TGF-beta Dimers an 
den TGFβRII initiiert. Es erfolgt die Rekrutierung des TGFβRI in den Komplex und die 
Transphosphorylierung von TGFβRI in der GS Domäne durch den Typ II Rezeptor.  
1.4 Die TGF-beta Rezeptor Substrate: Smad Proteine 
In Drosophila wurden 1995 neue zytoplasmatischer Signalproteine entdeckt, die so 
genannten Mother against decapentaplegic (MAD) Proteine (Raftery et al., 1995; 
Sekelsky et al., 1995). Es folgte die Identifizierung weiterer homologer Proteine in C. 
elegans, die im Folgenden als sma Proteine (für „small“) bezeichnet wurden (Savage et 
al., 1996). Auch in humanen Zellen wurden letztendlich homologe Proteine 
nachgewiesen, die als sma/MAD verwandte Proteine, als Smads bezeichnet wurden. 
Diese Proteine werden nach Aktivierung des TGF-beta Rezeptors phosphoryliert, 
sammeln sich im Nukleus und aktivieren die Transkription (Lagna et al., 1996; Liu et al., 
1996; Zhang et al., 1996). Die Smad Proteine stellen also die zytoplasmatische 
Signaltransduktionskette downstream der Rezeptorebene dar. 
Bis heute wurden 9 dieser Smads in Vertebraten identifiziert, für die zytoplasmatische 
Signaltransduktion der TGF-beta Rezeptoren von Bedeutung sind allerdings nicht alle, 
da die Substrate rezeptorspezifisch agieren (Wrana, 1998). 
Die Einteilung der Smads erfolgt in 3 Gruppen: Die so genannten R-Smads (Smad2 und 
Smad3) sind Rezeptor regulierte Proteine, die in der Signaltransduktion direkt von 











TGFßRI phosphoryliert werden. Co-Smads sind Smad4 Proteine, die mit aktivierten R-
Smads Heterodimere bilden und so in die Signaltransduktion eingreifen. Inhibitorische 
Smads sind Smad6 und Smad7, sie können die Signaltransduktion blockieren 
(Massague, 1998). 
 









Smad4 TGF-beta Superfamilie Co-Smad 
Smad6 vor allem BMP 
Smad7 TGF-beta und BMP 
Inhibitorische Smads 
Abb. 3 zeigt eine Übersicht der Smad Proteine. Smad Proteine der zytoplasmatischen Signaltransduktion 
von TGFßRI und Rezeptor Typ II sind grau hervorgehoben. Smad2 und Smad3 werden an TGF-beta 
Rezeptor Typ I phosphoryliert und damit aktiviert. Sie werden daher als R-Smads, als Rezeptor regulierte 
Smads bezeichnet. Smad4 agiert als Co-Smad mit aktivierten R-Smads in allen 
Signaltransduktionswegen der Superfamilie. Smad7 und Smad6 werden als inhibitorische Smads 
betrachtet. Smad7 inhibiert sowohl die TGF-beta als auch die BMP Signaltransduktion, Smad6 inhibiert in 
geringer Konzentration spezifisch die BMP Signaltransduktion, wirkt in höherer Konzentration jedoch auch 
bei TGF-beta hemmend. 
1.4.1.1 Struktur der Smads 
Im Basalstatus bilden die Smads Homo-oligomere und sind inaktiviert durch Interaktion 
zwischen der MH1 (N-terminal) und MH2 (C-terminal) Domäne (Baker et al., 1996; Kim 
et al., 1997; Liu et al., 1996). Rezeptor regulierte Smads binden über die MH2 Domäne 
an den aktivierten Typ I Rezeptor und werden am C-terminalen Ende im SS(V/M)S 
Motiv phosphoryliert (Kretzschmar et al., 1997; Macias-Silva et al., 1996). In diesem 
aktivierten Status assoziieren sie mit Smad4 und mit DNA-bindenden Proteinen über die 
MH2 Domäne (Chen et al., 1997; Hata et al., 1997; Liu et al., 1997). Die MH1 Domäne 
besitzt DNA-bindende Eigenschaften, während das MH2 terminale Ende an der 
Aktivierung der Transkription beteiligt ist (Liu et al., 1997). In der Linker Region besitzen 
Smads eine MAP Kinase Phosphorylierungsstelle, über die die Akkumulation von 








Abb. 4 Smad Domänen und ihre Funktion. 
 
 
1.4.2 Zytoplasmatische Signaltransduktion durch die Smad Proteine 
Die zytoplasmatischen Proteine Smad2/3 und Smad4 verkörpern die 
Signaltransduktionskaskade von der an der Zelloberfläche angesiedelten 
Rezeptorebene zum Nukleus. Hierzu müssen die R-Smads zur Rezeptorebene 
gelangen, hier in der SSXS Region der MH2 Domäne durch den TGF-beta Rezeptor 
Typ I phosphoryliert werden, um anschließend Aktivator Komplexe mit den Co-Smads 
zu formieren und in den Nukleus zu translozieren. 
Alle diese Schritte werden allerdings durch Cofaktoren moduliert, die sowohl die Aktivität 
der Signaltransduktion als auch die Spezifität des zu aktivierenden Zielgens 
beeinflussen. 
Wahrscheinlich ist die Rekrutierung der Cofaktoren, der Coaktivatoren oder 
Corepressoren, ein konzertiertes Zusammenspiel des Smad Aktivator Komplexes, d.h. 
sowohl R-Smads als auch Smad4 sind daran beteiligt. Allerdings sind Einzelheiten der 
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Autoinhibition SMAD-Rezeptor Interaktion 
SMAD Homooligomerisation 
Smad-Smad4 Interaktion 
Interaktion mit DNA-bindenden Proteinen 









SARA (Smad anchor 
Überschrift 1 + 12 pt for 
receptor activation) 
Vermittlung der Bindung zwischen dem aktivierten 
Rezeptor und Samd 2 (3) (Massague et al., 2000)
(Tsukazaki et al., 1998) 
Map Kinase 
Phosphorylierungsstelle 
Aktivierung des Ras Systems führt über die Map Kinase 
Phosphorylierungsstelle zur verminderten Akkumulation 
im Nukleus (Kretzschmar et al., 1997; Kretzschmar et al., 
1999) 
Cofaktoren: 
FAST, OAZ (BMP Pathway), 
Mixer und Milk 
Transkriptionsfaktoren : AP-
1, TFE3, AML Proteine 
Diese Faktoren bestimmen die Spezifität und Affinität der 
Smad-DNA Bindung über die MH1 Domäne (Shi et al., 
1998). Als Übersicht siehe (Massague et al., 2000). 
Coaktivatoren: 
p300/CBP 
Kontrolle der Transkription am DNA Template durch 
Veränderung der nukleosomalen Struktur (Acetyl 
Transferase Aktivität) 
Corepressoren: 
TGIF, C-Ski, SnoN 
Wie Coaktivatoren; Rekrutierung von Histon 
Deacatylasen (zur Übersicht siehe (Derynck, 1998 #41)) 
Ubiquitin/Proteasomen Degradation der Smads und Beendigung der 
Akkumulation im Nukleus (Lo et al., 1999) 
Abb. 5 Übersicht über die wichtigsten Modulationswege der Signaltransduktion 
1.4.3 Rückkopplung durch antagonistische Smads und 
Wechselbeziehungen mit anderen Signaltransduktionswegen 
Die antagonistischen Smads (oder inhibitorischen Smads) Smad6 und Smad7, besitzen 
eine den restlichen Smads vergleichbare MH2 Domäne ohne das beschriebene SSXS 
Motiv, während die MH1 Domäne deutlich verkürzt erscheint (Hata et al., 1998; Hayashi 
et al., 1997; Imamura et al., 1997; Nakao et al., 1997; Tsuneizumi et al., 1997). Beide 
Smads können in hohen Konzentrationen weitgehend unselektiv an verschieden 
Rezeptoren der TGF-beta Superfamilie binden und so um die Phosphorylierung der R-
Smads konkurrieren (Hayashi et al., 1997; Imamura et al., 1997; Nakao et al., 1997). Es 
ist nicht sicher, ob physiologische Konzentrationen von Smad6 oder Smad7 eine solche 
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Inhibition zeigen (Massague, 1998). Von Smad6 ist bekannt, dass es in geringer 
Konzentration sehr selektiv den BMP Signalweg inhibiert und hier als falsches Co-Smad 
an aktiviertes Smad1 bindet und funktionslose Aktivatorkomplexe bildet (Hata et al., 
1998; Imamura et al., 1997; Massague, 1998). Smad7 und Smad6 werden durch 
Aktivierung des TGF-beta Signalwegs schnell hoch reguliert und Smad7 transloziert in 
das Zytoplasma (Ishisaki et al., 1998; Itoh et al., 1998; Nakao et al., 1997). Dieses 




Abb. 6 Durch Bindung von TGF-beta Dimeren an TGFßRII wird TGFßRI in den heterotetrameren Komplex 
rekrutiert und in der GS Domäne phosphoryliert. Der aktivierte TGFßRI phosphoryliert die Rezeptor 
regulierten Smads (R-Smads), die mit Smad4 einen Komplex bilden, welcher in den Nukleus wandert. 
Hier nehmen Co-Faktoren, -Aktivatoren und –Repressoren Einfluss auf die Zielsequenz und die Qualität 
des Signals. Die Signaltransduktion wird hierbei durch verschiedene Faktoren und Crosstalk mit anderen 
Signaltransduktionswegen moduliert. 
 
Die Expression von Smad7 kann darüber hinaus durch negative Regulationsfaktoren 
des TGF-beta Signaltransduktionswegs hoch reguliert werden. Beispiele hierfür sind die 
Interferon-gamma Interaktion über Jak 1 Tyrosin-Kinase und den Stat 1 
Transkriptionsfaktor, die die Basis für den bekannten antagonistischen Effekt zwischen 

















































oder die vermehrte Expression von Smad7 über den NFkappaB/RelA 
Transkriptionsfaktor durch Aktivierung der proinflammatorischen Zytokine TNFalpha und 
interleukin-1ß (Bitzer et al., 2000; Ulloa et al., 1999). Dies sind jedoch nur Beispiele für 
eine mannigfaltige Transmodulation zwischen der TGF-beta Signaltransduktion und 
anderen Signalkaskaden der Zelle und des gesamten Organismus. 
1.5 Genexpression unter TGF-beta Kontrolle 
Unter direkter Kontrolle des TGF-beta Signaltransduktionswegs stehen vor allem zwei 
Gene: über ein unbekanntes Protein das humane PAI-1 Gen und über CRE bindendes 
Protein die Expression seiner Zielsequenz (Kramer et al., 1991; Riccio et al., 1992). Alle 
anderen Wirkungen von TGF-beta nehmen ihren Weg über die Synthese von 
Transkriptionsfaktoren, wie c-jun oder jun-B (AP-1 Transkriptionsfaktor-Komplex) oder 
die Herunterregulation von Proteinen wie c-myc oder B-myb (Li et al., 1990; Pertovaara 
et al., 1989; Pietenpol et al., 1990) (Pietenpol et al., 1990). Darüber hinaus kann 
vermehrte TGF-beta Wirkung die Halbwertszeit von mRNA der extrazellulären Matrix 
verlängern, oder mRNA über Induktion von entsprechenden Proteinen stabilisieren 
(Amara et al., 1995; Penttinen et al., 1988). All dies sind weitere Beispiele für die 
außerordentlich komplexen Interaktionen des TGF-beta Systems mit anderen 
Kaskaden. Auf eine weitere ausführliche Erörterung muss an dieser Stelle verzichtet 
werden. 
1.6 Biologische Effekte von TGF-beta 
Die drei hauptsächlichen TGF-beta Effekte sind die Wachstumsinhibition epithelialer, 
endothelialer und hämatopoetischer Zellen, die Stimulation extrazellulärer Matrix und die 
Immunsuppression. Einige Besonderheiten sollen im Folgenden kurz angesprochen 
werden, auf die antiproliferative Wirkung wird im Hinblick auf die Fragestellung der 
Arbeit näher eingegangen. 
1.6.1 Zell Bewegungen 
TGF-beta wirkt chemotaktisch auf Neutrophile und Monozyten, unterdrückt jedoch die 




1.6.2 Synthese und Degradation extrazellulärer Matrix 
TGF-beta wirkt fördernd auf die Formation extrazellulärer Matrix 
• durch die Synthese von embryonalen Matrix Proteinen wie Tenascin, 
Thrombospondin, Fibronektin und von maturen Matrix Proteinen wie Elastin und 
Kollagen I (Bassols et al., 1988; Ignotz et al., 1987; Koli et al., 1991; Pearson et 
al., 1988; Penttinen et al., 1988; Raghow et al., 1987). 
• durch die Modulation der Expression von Rezeptoren der extrazellulären Matrix: 
Fibronektin, Vitronektin, Kollagen I, III, V, VI, Laminin (Heino et al., 1989) (Heino 
et al., 1989; Ignotz et al., 1987). 
• durch die Suppression der Expression von Proteinasen: Plasminogen 
Aktivatoren, Kollagenasen, Stromelysin (Edwards et al., 1987; Kerr et al., 1990; 
Laiho et al., 1986). 
• durch die Induktion von Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI) 1, Tissue Inhibitor 
Metalloproteinase (TIMP) 1 und Cystatin C (Edwards et al., 1987; Laiho et al., 
1986; Solem et al., 1990). 
TGF-beta induziert fibrotische und entzündliche Reaktionen des Gewebes, 
wahrscheinlich durch die gleichzeitige Stimulation der Fibroblasten und der Chemotaxis 
proinflammatorischer Zellen, der Inhibition epithelialer Regeneration und der Induktion 
extrazellulärer Matrix (Roberts et al., 1980; Sanderson et al., 1995). Die entscheidende 
Rolle von TGF-beta konnte in mehreren bekannten Krankheiten belegt werden, in denen 
es zu einer sklerösen oder fibrotischen Veränderung von Gewebe kommt. Von 
besonderem Interesse ist hier die Leberzirrhose (Castilla et al., 1991; Czaja et al., 
1989). 
1.6.3 Immunsuppression 
TGF-beta Zytokine sind im hohen Maße immunsuppressiv, sie inhibieren die 
Proliferation und Effektorfunktionen von T-, B- und NK-Zellen und Makrophagen 
(Letterio et al., 1998). Man vermutet, dass die Induktion von TGF-beta Zytokinen eine 
zentrale Rolle in der Vermittlung der antiinflammatorischen und immunsuppressiven 
Wirkung von Medikamenten wie Retinoiden und Glucocorticoiden spielt (Glick et al., 
1989; Koli et al., 1993; Oursler et al., 1993). 
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1.6.4 Regulation der Zellproliferation 
TGF-beta inhibiert reversibel das Wachstum epithelialer und endothelialer Zellen, sowie 
weiterer Zelllinien, die bereits angesprochen wurden. Im Einzelnen wirkt TGF-beta 
sowohl antimitotisch als auch apoptotisch. 
1.6.4.1 Antimitotische Wirkung von TGF-beta 
Antimitotische Signale werden in der Zelle oft über Inhibition Cyklin–abhängiger 
Kinasen, den CDKs, vermittelt (Hannon et al., 1994; Reynisdottir et al., 1995). CDKs 
sind involviert in der Progression der Zelle durch die G1 Phase in die S Phase. In 
Säugern sind dies die CDK2, die einen Komplex mit CyklinE oder CyklinA bildet, und die 
CDK4 und CDK6, die mit CyklinD einen Komplex eingehen (Hunter et al., 1994; Sherr, 
1994). 
Verbindung zur TGF-beta Wirkung und seiner Signaltransduktion bestehen über eine 
vermehrte Expression der CDK Inhibitoren p15 INK4B und/ oder p21 CIP1 in 
Abhängigkeit von der Zelle (Datto et al., 1995; Hannon et al., 1994; Reynisdottir et al., 
1995). Schon ohne TGF-beta Stimulation liegen p21 CIP1 und ein weiterer verwandter 
Cyklin Inhibitor p27 KIP1 in Komplexen mit CDK2, CDK4 und CDK6 vor (Reynisdottir et 
al., 1995). 
Unter Aktivation der TGF-beta Signaltransduktionskaskade kommt es zur Interaktion des 
Smad Aktivator Komplexes mit Co-Faktoren der Genexpression der CDK Inhibitoren p21 
CIP1 und p15 INK4B, was zu einer deutlichen Potenzierung der Transkriptionsaktivität 
führt (Feng et al., 2000; Pardali et al., 2000). 
CDK-Inhibitoren wirken auf zwei Art und Weisen: p21 CIP1 interagiert mit CyclinE/CDK2 
Komplexen und inhibiert so die CDK2 Aktivität und die Progression des Zellzyklus 
(Massague et al., 2000; Reynisdottir et al., 1995). Dagegen kann p15 INK4B sowohl 
CDK4 und CDK6 direkt inhibieren, als auch mit ihren Komplexen (CylklinD) assoziieren. 
Im letzteren Fall inaktiviert dies nicht nur die katalytische Aktivität der CDKs, sondern 
verdrängt gebundenes p21 CIP1 oder p27 KIP1 aus der Bindung an CDK4 oder CDK6. 
Dies führt über eine einfache stöchiometrische Verschiebung zu einer vermehrten 
Inhibition von CDK2, welches dann in fast vollem Umfang inhibiert ist, und die 
Progression des Zellzyklus so unterbindet (Massague et al., 2000; Reynisdottir et al., 
1995; Sandhu et al., 1997). 
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Ein weiterer Mechanismus, der zum Zellzyklus–Arrest durch TGF-beta beiträgt (wieder 
abhängig vom Zelltyp) ist die Inhibition der Expression von c-Myc, CDK4  und CDC25A, 
einer Tyrosin-Phosphatase von CDK4 und CDK6 (Coffey et al., 1988; Ewen et al., 1995; 
Ewen et al., 1993; Iavarone et al., 1997; Iavarone et al., 1999). Es konnte in zahlreichen 
Arbeiten für verschiedene Zelltypen gezeigt werden, dass eine Überexpression von c-
Myc die Zelle resistent gegen die TGF-beta vermittelte Wachstumsinhibition werden 
lässt, und eine Expression von p15 INK4B und p21 CIP1 nur induziert werden kann, 
wenn die c-Myc Konzentration der Zelle abfällt (Alexandrow et al., 1995; Claassen et al., 
2000; Warner et al., 1999). C-Myc Expression korreliert also mit einer Repression der 
CDK-Inhibitoren. Andererseits kann die Verminderung der Expression durch TGF-beta 
vermittelt werden und so die Derepression durch p15 und p21 aufheben (Feng et al., 
2000). Eine verminderte Expression von c-Myc soll darüber hinaus für eine verminderte 
Expression von CDC25A nach TGF-beta Stimulation verantwortlich sein (Galaktionov et 
al., 1996; Santoni-Rugiu et al., 2000). 
1.6.4.2 Apoptose durch TGF-beta 
Apoptose kann in die Subphasen Induktion, Signalphase und Exekution aufgeteilt 
werden. Man geht davon aus, dass in der Signalphase pro- und contra-apoptotische 
Stimuli sich gegenseitig beeinflussen. TGF-beta induziert Apoptose in Zellkultur von 
Endometriumzellen, Hepatomazellen, Magenzellen, Leukämiezellen, wirkt jedoch 
protektiv gegen die Apoptose neuronaler Zellen (Lin et al., 1992; Prehn et al., 1994; Ren 
et al., 1997; Rotello et al., 1991; Saltzman et al., 1998; Yanagihara et al., 1992). Die 
einzelnen Schritte sind auf molekularer Ebene jedoch noch immer zum großen Teil 
unbekannt. 
Bekannt ist jedoch die tragende Rolle, die die bcl-2 Familie (zur Übersicht siehe 
(Buchmann et al., 1999)), deren Expression durch TGF-beta reguliert wird, in der 
Apoptose spielt. Die Familie besteht aus bcl-2, dem Hauptprotein in der 
Apoptoseinhibition, und bcl-xL, ebenfalls inhibitorisch, die durch verschiedenes Splicen 
aus demselben Gen entstehen (Boise et al., 1993; Minn et al., 1996). Auf der anderen 
Seite stehen Apoptoseinduktoren wie bad, bax, bak und bcl-xS. 
Bcl-2 blockiert Zellapoptose und inhibiert diese auch nach Stimulation der Zelle durch 
Strahlung, Hyperthermie, Deprivation der Wachstumsfaktoren, Glucocorticoiden und 
Chemotherapeutika in in-vitro Modellen (Allsopp et al., 1993; Garcia et al., 1992; 
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Hockenbery et al., 1990; Miyashita et al., 1993; Nunez et al., 1990; Sentman et al., 
1991; Tsujimoto, 1989; Vaux et al., 1988; Vaux et al., 1994; Walton et al., 1993). 
TGF-beta unterdrückt die Transkription von bcl-xL in den meisten epithelialen Zelllinien 
und leitet so die Apoptose ein (Saltzman et al., 1998; Yamamoto et al., 1998; 
Yanagihara et al., 1992). Die Tatsache, dass Dexamethason, ein bekannter Schutz 
gegen TGF-beta induzierte Apoptose in Hepatozyten, die Expression von bcl-xL 
stimuliert, stützt dieses Ergebnis (Yamamoto et al., 1998). 
TGF-beta induziert über diesen Mechanismus hinaus oxidativen Stress, der durch 
Antioxidantien abgefangen werden kann (Ribeiro et al., 1999; Sanchez et al., 1996). 
Ribeiro et al. zeigten darüber hinaus Daten, dass der TGF-beta induzierte 
Transkriptionsfaktor TIEG1 zu einer Zunahme reaktiver oxidativer Moleküle führt, die 
über die Herabsetzung des transmembranen mitochondrialen Gradienten, schließlich 
zur Öffnung bestimmter Kanäle der mitochondrialen Membran führen, Dies führt 
schlussendlich zur Freisetzung von Cytochrom C und zur Bildung eines Apoptosomen 
und zur Ingangsetzung der Caspasen Kaskade, die die Zelle aus der Signalphase in die 
Exekution der Apoptose führt (Ribeiro et al., 1999). 
Apoptose Inhibition kann über den MAP Kinase Signalweg, die Phosphoinositol-3’-OH 
Kinase/Proteinkinase B (PKB/Akt) oder den NFKB vermittelt werden (Baichwal et al., 
1997; Chen et al., 1999; Chen et al., 1998; Shih et al., 2000; Tanaka et al., 1996). Es 
wird vermutet, dass die Protektion gegen TGF-beta induzierte Apoptose eine 
Schlüsselrolle in der Karzinogenese spielt. 
1.7 TGF-beta in der Karzinogenese 
1.7.1 TGF-beta Signal als Suppressor der Karzinogenese 
TGF-beta spielt eine komplexe Rolle in der Karzinogenese, die für verschiedene 
Zelltypen sowohl von dem Kontext als auch von dem Stadium der Karzinogenese 
abhängig sind. Im Folgenden soll eine Übersicht über die Rolle einzelner Signal 
Komponenten erzielt werden. 
1.7.1.1 Veränderungen der TGF-beta Rezeptor Signalgebung 
Somatische Mutationen im Gen des TGF-beta Typ II Rezeptors (TGFBR2) werden 
besonders in Patienten mit HNPCC (hereditary non-polyposis colon cancer) 
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vorgefunden. Hier kommt es in einer Frequenz von 10 Adeninen des Gens zu einer 
Mutation (zumeist eine Deletion), die zu einer Leserasterverschiebung und zu einem 
trunkierten, funktionslosen TGFßRII führt (Lu et al., 1996; Markowitz et al., 1995; 
Myeroff et al., 1995). 
TGFBR2 Mutationen kommen jedoch auch in anderen Karzinomen relativ häufig vor. So 
weiß man, dass bis zu 25% aller Kolonkarzinome inaktivierende Mutationen im TGFßRII 
Rezeptor tragen. Aber auch andere gastrale Tumore, Gliome und andere zeigen häufig 
die Abrogation des TGF-beta Signalwegs auf dieser ersten Ebene (Izumoto et al., 1997) 
(Myeroff et al., 1995; Reiss, 1999). 
TGFBR1 Mutationen kommen ebenfalls, wenn auch nicht in der gleichen Häufigkeit vor. 
Bekannt sind sie von Ovarialkarzinomen und Metastasen von Mammakarzinomen, 
sowie Pankreaskarzinomen und T-Zell-Lymphomen (Chen et al., 1998) (Chen et al., 
2001; Goggins et al., 1998; Schiemann et al., 1999; Wang et al., 2000). Eine 
gleichzeitige Inaktivierung von TGFßRI und TGFßRII dagegen konnte bis jetzt nicht 
gezeigt werden (Wang et al., 2000). 
Eine weitere Möglichkeit des Signalverlustes liegt in der verminderten Expression des 
Typ II Rezeptors. Dies könnte beispielsweise durch verminderte Transkriptionsfaktoren 
oder einer Mutation in der Promotorregion des Gens verursacht werden (Kim et al., 
2000). Interessanter Weise muss eine herabgesetzte TGFßRII Funktion dabei nicht den 
totalen Ausfall aller TGF-beta vermittelten Effekte bedeuten. Häufig ist allein die 
Wachstumsinhibition gestört. Dies könnte an einer unterschiedlichen Schwellenwirkung 
der TGF-beta Antwort für die verschiedenen Effekte liegen (Chen et al., 1993; Fafeur et 
al., 1993; Feng et al., 1995; Geiser et al., 1992; Portella et al., 1998; Wieser et al., 
1993). 
Die Rolle des TGFßRII als Tumorsuppressor konnte indes eindrucksvoll durch 
verschiedene Experimente belegt werden. So führt die Wiedereinführung eines Wildtyp 
(wt) TGFßRII in TGFBR2 defekte Kolon- oder Mammakarzinomzellen und die 
Überexpression von TGFßRII in Schilddrüsenkarzinomen sowohl zu einer 
Wachstumsinhibition als auch zu einer Unterdrückung des verankerungsunabhängigen 
Wachstums der Zellen (Sun et al., 1994; Turco et al., 1999; Wang et al., 1995). 
Andererseits führt ein eingeführter dominant negativer TGFßRII in der Haut oder in der 




Schlussendlich korreliert eine verminderte Expression von TGFßRII mit höherem 
Grading in menschlichen Tumoren und in Experimenten (Kim et al., 2000; Kim et al., 
2001; Tang et al., 1999; Venkatasubbarao et al., 2000). 
1.7.1.2 Smads als Tumorsuppressoren 
Mutationen hat man in den Genen für Smad4 (MADH4) und Smad2 (MADH2), aber 
nicht in Smad3, Smad7 oder Smad6 in verschiedenen Karzinomen vorgefunden  (Hata 
et al., 1998; Massague et al., 2000). Häufig ist die Deletion von MADH4 in 
Pankreaskarzinomen, in denen sie zuerst entdeckt wurden (Hahn et al., 1996). Auch 
Kolonkarzinome zeigen eine deutliche Frequenz MADH4 mutierter Tumore, in anderen 
Karzinomen sind sie jedoch deutlich seltener anzutreffen als Mutationen der Rezeptoren 
(Hata et al., 1998; Massague et al., 2000). MADH2 deletierte Tumoren sind selten, und 
kommen in kolorektalen und pulmonalen Neoplasien vor (Eppert et al., 1996; Ohtaki et 
al., 2001; Takagi et al., 1998; Yakicier et al., 1999). 
Die Rolle besonders von Smad4 als Tumorrepressor konnte in Studien gezeigt werden, 
die belegten, dass die Mutation beider Allele gehäuft in Pankreas und Kolonkarzinomen 
vorkommt, und schon der Defekt eines Allels zur Progression des Karzinoms beiträgt 
(Luttges et al., 2001; Xu et al., 2000). In heterozygot MADH4 deletierten Mäusen (die 
homozygote Form ist intrauterin letal), die zusätzlich ein inaktiviertes Gen der polypösen 
adenomatosis coli (Apc) tragen, führt der Verlust der Wildtyp Allele zur Entstehung 
multipler Polypen, die jedoch schnell in heterogene invasive Adenokarzinome 
progredient sind (Takaku et al., 1998). 
Problematisch ist vor allen Dingen die selektive Abrogation der Wachstumsinhibition der 
Zellen, während eine Restantwort erhalten bleibt. Vier Beispiele: 
• Die tumorsuppressive Wirkung von Smad2 erklärt sich durch seine Schlüsselrolle 
in der Induktion der Expression der CDK Inhibitoren p21 CIP1 und p15 INK4B. 
Mutationen in Smad2 könnten so die Zyklusarretierung inaktivieren, so dass die 
Zellen resistent gegen TGF-beta vermittelte Wachstumsinhibition sind. Andere 
TGF-beta Funktionen können jedoch weiter auch über den Smad3 Weg ablaufen, 
und so der Zelle entscheidenden Vorteil in der Karzinogenese bringen, 
beispielsweise durch die weitere Induktion Extrazellulärer Matrix Proteine (Feng 
et al., 2000; Pardali et al., 2000). 
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• Fehlende Smad4 Expression scheint ebenfalls entgegen der allgemeinen 
Auffassung nicht zu einer kompletten Abrogation der Zellantwort auf TGF-beta zu 
führen. Auch vollständig deletierte Zellen zeigen noch einen Rest der Antwort. So 
wird vermutet, dass die hohe Frequenz MADH4 deletierter Tumore durch einen 
Selektivenvorteil der Teilabrogation des TGF-beta Signals in der Karzinogenese 
zu erklären ist (Dai et al., 1999; Fink et al., 2001; Hocevar et al., 1999). 
• Darüber hinaus soll die fehlende Smad4 Expression zu einer Hochregulation des 
Ras Systems führen und so die Progression in weiter entdifferenzierte Tumoren 
ermöglichen (Iglesias et al., 2000). 
• Smad7 Überexpression in Zellen führt zu einer Resistenz gegen 
Wachstumsinhibition, ohne das TGF-beta induzierte 
oberflächenverankerungsabhängige Wachstum und die Tumorigenität der Zellen 
zu beeinflussen (Kleeff et al., 1999). Ein klarer Selektionsvorteil der Zellen. 
1.7.2 TGF-beta als Promotor der Karzinogenese 
Trotz der Tumorsuppressor Eigenschaften von TGF-beta produzieren gerade viele 
epitheliale Tumorzellen selbst diesen Wachstumsfaktor (Derynck et al., 1987; Dickson et 
al., 1987). Auβerdem werden im Umfeld von tumorig transdifferenzierten Zellen und an 
Orten invasiven Zellwachstums vermehrt Plasminogen, Metalloproteinasen und 
Integrine  freigesetzt, die zu einer vermehrten Aktivation von TGF-beta führen (Munger 
et al., 1999; Sato et al., 1989; Yu et al., 2000).  
Es konnte bewiesen werden, dass das Zytokin auch eine Rolle als Promotor der 
Karzinogenese spielt und dass besonders die selektive Überwindung der 
Wachstumsinhibition und gleichzeitige auto- oder parakrine Stimulation durch TGFß der 
Zelle Selektionsvorteile einbringt, die zur klonalen Expansion, und damit zu manifesten 
Tumorformation führt: 
So wurde gezeigt, dass HNPCC Patienten mit TGFBR2 Mutationen  eine bessere 
Prognose haben, als sporadische Kolonkarzinom Patienten, bei denen diese Mutation 
selten ist (Bubb et al., 1996; Markowitz et al., 1995). Die Etablierung eines 
funktionierenden TGFßRII Signals in TGFBR2 mutierten HNPCC Zellen führte hier zu 
einem invasiven Phänotyp der vormals nicht-invasiven Zellen (Oft et al., 1998). Die am 
Beginn der Karzinogenese als Tumorprogressor auftretende Signalabrogation erweist 
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sich also in späteren Stadien als eher protektiv gegen das Fortschreiten der Läsion. Für 
zwei Mutationen von Smad2 in kolorektalen Karzinomen und für bestimmte Mutationen 
im TGFßRI konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass sie die Invasivität der 
Tumorzellen förderten (Chen et al., 1998; Prunier et al., 1999). 
Eng verbunden mit der Fähigkeit zur Invasivität und Migration ist die 
Transdifferenzierung von Zellen vom epithelialen zum mesenchymalen Typ (Thiery et 
al., 1999). TGF-beta induziert z. B. die physiologische embryonale mesenchymale 
Transdifferenzierung (Brown et al., 1999; Kaartinen et al., 1995). In der Karzinogenese 
wurde diese Fähigkeit ebenfalls in verschiedenen Karzinomen nachgewiesen. Die 
Klonierung eines dominant negativen TGFßRII in solche Zellen führt zur Prävention der 
Transdifferenzierung und kann sogar eine Wiederherstellung des epithelialen Phänotyps 
bewirken (Oft et al., 1998; Oft et al., 1996; Portella et al., 1998). 
In Mammakarzinomen konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Metastasierung 
und TGF-beta Signalantwort der Zellen gezeigt werde. So ließ sich einerseits das 
Metastasierungsverhalten in Knochen von Mäusen durch Klonierung eines dominant 
negativen TGFßRII signifikant attenuieren, andererseits führte ein partiell aktivierter 
TGFßRI zu einer vermehrten Metastasenbildung im Knochen dieser Mäuse (Yin et al., 
1999). 
Ebenfalls günstig für die Tumorprogression sind die Auswirkungen von TGF-beta auf die 
Mikroumwelt der Zelle: TGF-beta ist ein potenter Induktor embryonaler Angiogenese  
(Dickson et al., 1987; Larsson et al., 2001; Oshima et al., 1996). In mehreren 
Mausversuchen konnte auch in der Karzinogenese die wichtige Rolle von TGF-beta 
gezeigt werden, indem TGFß überexprimierende Karzinomzellen in immundefizienten 
Mäusen starke Angiogenese induzierten, und diese durch TGFß Antikörper hemmbar 
war (Stearns et al., 1999; Ueki et al., 1992). Die Reexpression von Smad4 in Smad4 
defizienten Pankreastumoren führte zur Tumorsuppression primär über eine verminderte 
Angiogenese (Schwarte-Waldhoff et al., 2000). TGF-beta induziert darüber hinaus auch 
VEGF (vascular endothelial growth factor), der Endothelzellen direkt zu Migration und 
Invasion anregen kann (Pertovaara et al., 1994; Saito et al., 1999). Dies sind nur 
Beispiele direkter und Indirekter Wirkung auf die Angiogenese. 
Ein weiterer putativer Mechanismus der Tumorprogression ist die immunsupprimierende 
Wirkung von TGF-beta. So kann die Inhibition von T-Lymphozyten, Natürlichen 
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Killerzellen und Neutrophilen zu einer verminderten Immunantwort des Körpers gegen 
die veränderten Zellen führen, die so einer Beseitigung durch die Abwehrzellen 
entkommen (Chen et al., 1998; Horwitz et al., 1997; Kehrl et al., 1986), (Kehrl et al., 
1986; Torre-Amione et al., 1990; Wallick et al., 1990). Darüber hinaus kann die 
Expression von TGFß in der Zelle zu einer verminderten Expression von MHC II (major 
histocompatibility complex class II) Antigenen, und damit zu einer verminderten 
Immunogenität der Tumorzelle führen (Czarniecki et al., 1988; Geiser et al., 1993; 
Letterio et al., 1996). 
 
 
Abb. 7 Transformierte Tumorzellen sezernieren TGF-beta in die Mikroumwelt. Weitere Transformation 
führt zu einer Resistenz gegen die TGF-beta vermittelte Wachstumsinhibition bei gleichzeitiger Zunahme 
der Invasion und Metastasierung fördernden Elemente in der Mikroumwelt des Tumors. Es entsteht eine 
Selektionsvorteil der Tumorzelle gegenüber nicht transformierter Epithelzellen. 
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Frühstadium der Karzinogenese, da er epitheliale Zellen wachstumsinhibiert. 
Entkommen die Zellen jedoch dieser Wachstumsinhibition, so kann dies zu einem 
erheblichen Selektionsvorteil führen. In einem späteren Stadium der Karzinogenese 
hingegen, ist eine restliche oder erhaltene TGF-beta Antwort wahrscheinlich Promotor 
der Karzinogenese, denn Förderung von Invasivität, Angiogenese und 
Immunsuppression bilden einen idealen Boden für Tumorformation und Metastasierung. 
1.8 TGF-beta in der Hepatokarzinogenese 
TGFß wird in der Leber von nicht parenchymatösen Zellen parakrin und autokrin 
sezerniert. Es stimuliert die Aktivierung perisinusoidaler Zellen und induziert das 
Wachstum normaler Fibroblasten (Bachem et al., 1992; Roberts et al., 1986). Außerdem 
fungiert es als potenter Inhibitor hepatozytärer Proliferation (Fausto et al., 1995). 
Trotzdem werden in Zellen des hepatozellulären Karzinoms signifikante Mengen an 
mRNA und Protein von TGFß nachgewiesen, während normale Hepatozyten kein TGFß 
produzieren (Bedossa et al., 1995). 
Transformierte Zellen sezernieren in signifikanten Mengen TGFß (Abou-Shady et al., 
1999). Die Masse des HCC Tumorknotens korreliert sogar mit der Ausscheidung von 
TGFß im Urin an HCC erkrankter Patienten, so dass einzelne Publikationen sich mit der 
Rolle von TGFß im Urin der Patienten als Tumormarker beschäftigen (Tsai et al., 1997). 
Auch Serum Konzentrationen von TGFß sind bei HCC Erkrankten deutlich erhöht (Shirai 
et al., 1994). 
Die Doppelrolle von TGFß erklärt sich in der Karzinogenese der Leber entsprechend der 
Rolle von TGFß in der Karzinogenese vieler epithelialer Zellreihen: Resistenz 
gegenüber der antiproliferativen Wirkung von TGFß verschafft einem Zellklon einen 
Selektionsvorteil, gleichzeitig wird über TGFß auf die Mikroumwelt der Zelle (denn auch 
in der Leber fördert TGFß Angiogenese, Invasivität und Immunsuppression) die weitere 
Expansion des resistenten Zellklons begünstigt (Ito et al., 1995; Maggard et al., 2001). 
Diese Resistenz konnte in verschiedenen Veröffentlichungen für zahlreiche Zelllinien 
des hepatozellulären Karzinoms belegt werden (Buenemann et al., 2001; Inagaki et al., 
1993; Matsuzaki et al., 2000). 
Wie auch bei anderen Tumorentitäten, ist die molekulare Ätiologie der TGF-beta 
Resistenz nicht homogen. So werden direkte Störungen der Signaltransduktion auf 
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Ebene einer gestörten Rezeptor Expression, besonders des Rezeptor Typ II, gefunden 
(Abou-Shady et al., 1999; Sue et al., 1995; Ueno et al., 2001). Diese kann wiederum 
quantitativ, wie in Form einer verminderten Protein Expression, wie auch qualitativ, in 
Form eines funktionslosen Proteins sein (Furuta et al., 1999; Salvucci et al., 1999). Für 
den Typ I Rezeptor wurde eine gestörte Integration in die Plasmamembran beschrieben 
(Bedossa et al., 1995). Unterhalb der Rezeptorebene wurde in einigen Fällen eine 
Mutation von Smad2 und Smad4 beschrieben, die zur Signalabrogation führt (Yakicier et 
al., 1999). 
Auf der anderen Seite kann auch die vermehrte Expression inhibitorischer Smads (6 und 
7) zu einer Signalabschwächung oder Erhöhung der Reizschwelle führen (Kawate et al., 
2001; Matsuzaki et al., 2000). Selbst die verminderte Präsenz aktiven TGFß durch die 
verminderte Expression des Mannose 6-Phosphat/Insulin-like Growth Factor-II 
Rezeptors zur Aktivierung des TGFß Moleküls, kann eine Resistenz vermitteln (Sue et 
al., 1995). Schließlich ist noch die große Zahl an Querverbindungen zu anderen 
Signaltransduktionskaskaden, wie der MAPKinase Pathway, und die große Gruppe an 
Zielproteinen zu erwähnen, die durch TGFß reguliert werden. Beispiel hierfür ist Bcl-2, 
ein Onkoprotein, das Zellen vor oxidativem Stress schützt (Steinman, 1995). Es führt 
überexprimiert zu einer Resistenz von HCC Zellen gegenüber TGFß vermittelter 
Apoptose (Huang et al., 1998). 
TGF-beta spielt daher eine herausragende Rolle in der Karzinogenese der Leber. Dabei 
können Störungen des TGF-beta Signaltransduktionswegs in allen Ebenen auftreten. Es 
bleibt zu erforschen, welche dieser Störungen in klinischer Häufigkeit relevant sind und 
ob molekulargenetische Therapieansätze aus diesen Erkenntnissen gewonnen werden 
können. 
1.9 Konstitutiv aktive und dominant negative TGF-beta Typ I 
Rezeptormutante 
In dieser Arbeit sollen HuH7 Zellen als Modell für die TGF-beta Resistenz humaner HCC 
untersucht werden. Sie ist ein Teil eines umfassenderen Projektes, in dem auch andere 
Zelllinien und Funktionen untersucht wurden. 
Das Ziel der Experimente war es, mittels molekulargenetischer Methoden die Resistenz 
der Zellen gegenüber TGF-beta zu überwinden, und so möglichst ein Modell für einen 
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molekulargenetischen Therapieansatz des humanen HCC zu erreichen. 
Hierzu wurde eine im Labor vorhandene konstitutiv aktive TGF-beta Rezeptor I Mutante 
(CA TGFßRI) in die Zelllinie HUH7 gebracht. Diese Mutante besitzt eine mutierte GS 
Domäne. Dieser Rezeptor ist daher unabhängig von einer TGF-beta Bindung oder von 
einer Rekrutierung durch den TGFßRII immer aktiviert. 
Um zu untersuchen, ob im Umkehrschluss die weitere Verminderung eines 
funktionierenden Rezeptors zu einem beschleunigten Zellwachstum der TGF-beta 
resistenten HuH7 Zellen führt, wurde in Vorarbeiten durch Punktmutation und 
Leserasterverschiebung ein verkürzter Rezeptor hergestellt, dem ein katalytisches 
Zentrum vollständig fehlt. Hierdurch entsteht ein dominant negativer Rezeptor (DN 
TGFßRI), der trotz Bindung von TGF-beta und Rekrutierung durch TGFßRII nicht zu 
einer Smad Phosphorylierung und damit Signaltransduktion führt. 
1.10  Fragestellung 
In der Literatur ist die Hepatokarzinogenese und die Ätiologie der Läsionen ein 
kontrovers diskutiertes Thema. In dieser Arbeit soll insbesondere die Rolle der TGF-beta 
Signaltransduktion in der Hepatokarzinogenese untersucht werden. 
Es werden die Transkription und Expression von TGFßRI und RII in 10 humanen HCC 
mit der im zugehörigen peritumoralen Gewebe verglichen, um mögliche Unterschiede zu 
zeigen. 
Da die Mikrosatelliten Deletion in TGFßRII ebenfalls strittiges Thema ist, soll auch diese 
Mutation in den untersuchten Geweben nachgewiesen werden. 
Falls diese Mechanismen in den klinischen Proben nachgewiesen werden können, kann 
ein in-vitro Modell zur Abbildung dieser Veränderungen hergestellt werden? 
Zusammenfassend ergibt sich also folgende Fragestellung: 
1. Spielt eine Veränderung der Rezeptorexpression (TGFßRI oder RII) eine Rolle 
als Resistenzmechanismus humaner HCC? 
2. Spielt die von Furuta et al. für die Mehrzahl der von ihm in Japan untersuchten 
HCC beschriebenen Punktmutation in einer Poly A Sequenz des TGFßRII in den 
hier untersuchten klinischen HCC als Resistenzmechanismus eine Rolle (Furuta 
et al., 1999)? 
3. Ist dieses der Fall, wie verhält sich die Rezeptorexpression in Zelllinien des 
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hepatozellulären Karzinoms, in HuH7 Zellen? 
4. Wie verhalten sich diese Zelllinien unter Stimulation mit exogen zugeführtem 
TGFß1? 
5. Lässt sich das Wachstumsverhalten von HuH7 durch eine dominant negative 
oder konstitutiv aktive TGFßRI Rezeptormutante beeinflussen? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Geräte 
Agarosegelelektrophorese Eigenanfertigung MPI-f. Biochemie, 
Martinsried 
Autoklav Modell 3870ELV Tuttnauer, Jerusalem, Israel 
Brutschränke Forma Scientific, Ohio, USA 
Haraeus, Zürich, Schweiz 




Gefrierschränke Bosch, Stuttgart 
Liebherr, Lienz, Österreich 
Laminarflow Nunc, Wiesbaden 
Laminar Flow LaminAir HB 2448 K Heraeus, Hanau 
Mikroskop Leica DM IL Leica, Wetzlar 
Photometer, UV Mini 1240 Shimadzu, Japan 
 
Pipetierhilfe   Desaga GmbH, Heidelberg 
Pipetten  Pipetman P10, P20, P200, 
P1000 
Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Präzisionswaage SBA 52 Scaltec, Heiligenstadt 
Sterilbank „LaminAir“ Heraeus, Hanau 
Sterilbank „Laminarflow“ Nunc, Wiesbaden 
Thermocycler Perkin Elmer Cetus, Norwalk,USA 
Wasserbäder Diverse 
Videoprinter Mitsubishi, Japan 
Vortex Ika, USA 
Zählkammer nach Neubauer Brand 
Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus, Hanau 
Zentrifuge Megafuge 1,0 R Heraeus, Hanau 
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Zentrifuge Biofuge 22R Heraeus, Hanau 
2.1.2 Verbrauchsmaterial 
6-well Zellkulturplatten Greiner, Solingen 
Einfrierröhrchen Greiner, Solingen 
Falconröhrchen Nunc, Wiesbaden 
Pipettenspitzen Biozym, Oldendorf 
Zellkulturschalen Greiner, Solingen 
Eppendorfreaktionsgefäße Greiner, Solingen 
Nitrocellulose Membran Protran BA Schleicher und Schüll, Dassel 
Röntgenfilm BioMax MR Kodak GmbH, Stuttgart 
2.1.3 Chemikalien 
Agarose Serva, Heidelberg 
Ampicillin Fluka AG, Buchs, Schweiz 
Bacto Agar Difco Lab., Detroit, USA 
Bacto Trypton Difco Lab., Detroit, USA 
Bayol Serva GmbH, Heidelberg 
Bromophenolblau Sigma GmbH, Deisenhofen 
Diethylpyrocarbanat (DEPC) Sigma GmbH, Deisenhofen 
DMEM+Glutamax Gibco BRL, Gaithersburg, USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) E. Merck, Darmstadt 
Ethanol E. Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Fluka AG, Buchs, Schweiz 
Ethylendiaminotetraessigsäure (EDTA) Fluka AG, Buchs, Schweiz 
FCS Biochrom KG, Berlin 
Geneticin (G418) PAA Lab. GmbH, Cölbe 
Glyzerin Fluka AG, Buchs, Schweiz 
Hefe Extrakt Difco Lab., Detroit, USA 
Lipofectamine Gibco BRL, Gaithersburg, USA 
Magnesiumdichlorid Fluka AG, Buchs, Schweiz 
2-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid Fluka AG, Buchs, Schweiz 
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Natriumhydroxid Fluka AG, Buchs, Schweiz 
OptiMEM 1+Glutamax Gibco BRL, Gaithersburg, USA 
Penicillin Gibco BRL, Gaithersburg, USA 
Streptomycin Gibco BRL, Gaithersburg, USA 
TGF-beta 1, human Roche, Mannheim 
Trypsin-EDTA Gibco BRL, Gaithersburg, USA 
Trypan blue BDKlontech Laboratories, Hilden 
2.1.4 Enzyme und Kits 
RNeasy kit Qiagen, Hilden 
QiaShredder kit Qiagen, Hilden 
One Step rt-PCR Kit Qiagen, Hilden 
Plasmid Purification kit Midi Qiagen, Hilden 
RNAsin Promega, Mannheim 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Frankfurt 
Klenow-Fragment der DNA Polymerase New England Biolabs, Frankfurt 
Proteinaseinhibitor (complete proteinase 
inhibitor tablets) 
Roche, Mannheim 
SuperSignal West Pico Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn 
2.1.5 Längenstandards 
50 bp Leiter  
Fragmentgröße in Basenpaaren (bp) 
Amersham, Braunschweig 
50-1500 in 50 bp Schritten 
1 kb Leiter  GibcoBRL, Gaithersburgh, USA 
506, 1018, 1632, 2036, 3054, 4072, 5090, 
6108, 7126, 8144, 9162, 10180, 11198, 
12216 
Precision Plus Protein Standards 
„All blue prestained“ Western Blot 
Standard 
Bio Rad Laboratories, Hercules, USA 
250; 150; 100; 75; 50; 37; 25; 20; 15; 10 kDa 
2.1.6 Lösungen, Puffer und Medien 
Phosphate buffered saline (PBS) PBS ohne Ca2+ und Mg2+  
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2 Tabletten PBS (Kaliumchlorid, Natriumchlorid, 
Natriumphospahat) (Gibco BRL) auf 1000ml 
ddH2O 
50× TAE Puffer für Agarose-
Gelelektrophorese 
100 ml EDTA 0.5 M 
57,1 ml Eisessigsäure 
ddH2O ad 1000 ml 
242g Tris/Acetat 
pH 8,0 eingestellt mit Eisessigsäure 
6× Ladepuffer für Proben der 
Agarose-Gelelektrophorese 
10mM EDTA 
50 % Glycerin 
2 % Bromphenolblau 
0,2 % Xelencyanol 
Transformationspuffer (TB) 10mM Hepes 
15mM CaCl2 
250mM KCl  
55mM MnCl2 
pH=6,7 (mit KOH eingestellt)  
DEPC Wasser 1ml Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) 
dd H20 1000ml 




1% Triton X 100 
5M NaOH 
Nach Ansetzen der Lösung (pH 7,8) wird sie steril 
filtriert und ist bei –20°C stabil. 
Proteinaseinhibitor kann bereits vor dem 
Einfrieren zugesetzt werden. 
4x Sammelgelpuffer 0,5M Tris-HCl 





Der pH-Wert wird mit HCl eintitriert und der Puffer 
im Kühlschrank gelagert, wo er ca. 2 Monate 
stabil ist 
4x Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl 
0,4 % SDS 
H2O 
pH 8,8 
Der pH-Wert wird mit HCl eintitriert und der Puffer 
im Kühlschrank gelagert, wo er ca. 2 Monate 
stabil ist 
5x Lämmli-Puffer 25mM Tris-Base 
0,5 % SDS 
7,2 % Glycin 
H20 
Lämmli Puffer wird zur Verwendung zu 1x Puffer 
mit Wasser verdünnt. 
10x TBST-Puffer 100mM Tris HCl 
1,5 M NaCl 
0,5 Tween 20 
H20 
TBST Puffer wird vor Verwendung zu 1x Puffer 
mit Wasser verdünnt. 
5x Loading-Puffer Western Blot 1,25 M Tris-HCl 
50 mM DTT 
30% Glycerin 
5% SDS 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 
H20 
Probenpuffer ist bei –20°C nahezu stabil 
5x Transferpuffer 25 mM Tris HCl 






Der Transferpuffer wird im Kühlschrank 
aufbewahrt und kühl angewendet. Um ein 
Verdampfen des Alkohols zu vermeiden, wird 
Methanol erst nach dem Verdünnen des 5x zu 1x 
Puffers frisch zugegeben. 
Blocking-Solution TBST mit 5% Magermilchpulver 
West Pico Luminol Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn 
LB Medium 10g Trypton 
5g Hefeextrakt 
5g NaCl 
dd H2O ad 1000 ml 
pH 7,0 eingestellt mit 5 M NaOH 
anschließend autoklavieren. LB-Flüssigmedium 
kann dann nach Abkühlen auf Raumtemperatur 
bei 4°C zur weiteren Verwendung gelagert 
werden. 
2.1.7 Plasmide und Konstrukte 
2.1.7.1 pIRES1neo (Rees et al., 1996, (Rees et al., 1996) Genbank Accession 
Nummer U89673) 
Von der Firma Clontech kommerziell erhältlicher bicystronischer Expressionsvektor, der 
ein Neomycinresistenzgen, die Neomycin Phosphotransferase, unter Kontrolle eines 
CMV-Promotors exprimiert. Des Weiteren enthält dieser Vektor eine “internal ribosome 
entry site“ (IRES) und eine “multiple cloning site” die für den beschriebenen Versuch 
nicht benutzt wurden. 
2.1.7.2 Konstitutiv aktive Mutante des TGF-beta Typ I Rezeptors (Wieser et 
al., 1995) 
Wir erhielten die konstitutiv aktive Mutante des TGF-beta Typ I Rezeptors von Dr. J. 
Massague, New York, USA. Diese war auch die Basis für die Herstellung einer dominant 
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negativen Rezeptormutante. Die Methode der Herstellung wird im weiteren Verlauf 
beschrieben. 
2.1.8 Oligodeoxynukleotide 
Es wurden Primer verwendet, welche mit Hilfe des Programms Primer3 
(http://wwwgenome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html) entworfen wurden. 
Die Synthese dieser Primer wurde bei der Firma Gibco BRL (Eggestein, Deutschland) in 
Auftrag gegeben.  
2.1.8.1 Neo-Primer 
5’-AGGATCTCCTGTCATCTCACCTT-3’ 
Quelle: Genbank U89673 entsprechend Basen 2217-2239 des Neomycinresistenzgens 
5’-GATACCGTAAAGCACGAGGAAG 
Quelle: Genbank U89673, komplementär zu Basen 2635-2656 des 
Neomycinresistenzgens 










Abb. 8 Primer zum Nachweis der Neomycin Phosphotransferase. Die beiden Primer (kleine Pfeile) 
begrenzen einen ca. 440 bp großen Abschnitt des Neomycinresistenzgens (NeoR) des pIRESneo 
Vektors.  
2.1.8.2 TGFßRI Primer 
5’-TATGATATGACAACGTCAGGTTCTG-3’ 
Quelle: Genbank NM_004612 (H. sapiens, mRNA für TGFbR1) Basen 620-644 
5’-GAGCAAGTTTTATCATTCCTTCCAC-3’ 
Quelle: Genbank NM_004612 (H. sapiens, mRNA für TGFbR1) komplementär zu Basen 
971-995 
Errechnete Größe der entsprechenden Bande: ca. 375 bp. 
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2.1.8.3 TGFßRII Primer 
5’-ACTAGAGACAGTTTGCCATGA-3’  
Quelle: Genbank XM 003094 (Homo sapiens, mRNA für TGFbR2) Basen 343-363 
5’-ATATTCTTCTGAGAAGATGATG-3’  
Quelle: Genbank XM 003094 (Homo sapiens, mRNA für TGFbR2) komplementär zu 
Basen 496-514 
Errechnete Größe der entsprechenden Bande: ca. 170 bp. 
Die zwischen diesen beiden Primern liegende Sequenz umfasst u. a. das sog. A10 
Segment, eine Aneinanderreihung von 10 Adeninbasen. 
2.1.8.4 TGFßRI CA/DN Primer 
5’-CAGATCTGGTACCACGCGTATC-3’ 
Quelle: Genbank AF239249 (pCMV5) Basen 925-946   
5’-AGCCCATCTGTCACACAAGTAAAAT-3’ 
Quelle: Genbank NM_004612 (mRNA für TGFßRI) komplementär zu Basen 210-234 












Abb. 9 Primer für die TGFßRI Mutante; ein Primer (↓) liegt auf der Vektorsequenz downstream des 
Transkriptionsstartes des CMV-Promotors, der zweite Primer (↑) sowohl auf der CA oder DN TGFßRI-
Mutante. 
Der upstream-Primer bindet hinter dem Transkriptionsstart des CMV-Promotors, die von 
ihm erkannte Vektorsequenz wird somit sicher transkribiert. Der downstream-Primer 
erkennt eine Sequenz innerhalb des TGF-beta Typ I Rezeptors. Weil der upstream-
Primer eine spezifische Sequenz des pCMV-Vektors erkennt ist sichergestellt, dass nur 
die Rezeptormutante, nicht aber ein eventuell vorhandener Wildtyp Rezeptor, 
amplifiziert wird.  
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2.1.8.5 Beta Aktin 
5’-CGGGAAATCGTGCGTGACAT-3’ 
Quelle: Genbank X00351 (mRNA für humanes ß-Aktin) Basen 657-676 
5’-GAACTTTGGGGGATGCTCGC-3’ (mRNA für ß-Aktin) Basen 1359-1368 
Quelle: Genbank X00351  
Errechnete Größe der entsprechenden Bande: ca. 710 bp. 
2.1.9 Bakterienstamm 
Für alle Klonierungen wurden Escherichia coli Stamm DH10B verwandt. 
2.1.10 Humane Zelllinien 
2.1.10.1 HuH-7 (JCRB0403) 
2.1.10.2 Hep-G2 (ATCC HB-8065) 
2.1.11 Humanes Gewebe 
Zur Untersuchung kam anonymisiertes, bei –80°C dauerhaft gelagertes, Gewebe 
histologisch nachgewiesener HCC sowie korrespondierendes peritumorales Gewebe. 
2.1.12 Antikörper 
2.1.12.1 TGFßRI 
Verwandt wurde TGFßRI (R-20/ sc-399) der Firma Santa Cruz Biotechnology, 
Heidelberg, Deutschland, ein polyklonaler Kaninchen IgG Antikörper, gerichtet gegen 
das Carboxy-terminale Ende des TGFßRI von Maus, Ratte und Mensch ohne 
Kreuzreaktivität zu TGFßRII. 
2.1.12.2 TGFßRII 
Verwandt wurde TGFßRII (H-567/ sc-1700) der Firma Santa Cruz Biotechnology, 
Heidelberg, Deutschland, ein polyklonaler Kaninchen IgG Antikörper, gerichtet gegen 
die volle Länge humanen TGFßRII ohne Kreuzreaktivität zu TGFßRI. 
2.1.12.3 HRP-konjugierter Antikörper 
Als sekundärer Antikörper wurde ein goat-anti-rabbit horse-raddish-peroxidase 
Antikörper der Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland verwandt. 
42 
_____________________________________________________________________ 
2.1.12.4 Western Blot Positivkontrolle TGFßRII 
Rekombinantes TGFßRII (sc-4122 WB) der Firma Santa Cruz Biotechnology, 
Heidelberg, Deutschland. 
2.2 Methoden 
2.2.1 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1.1 Spektrophotometrische Bestimmung der DNA und RNA 
Mittels UV-Spektrometer: Die Konzentration von DNA, RNA und Oligonukleotiden wurde 
spektrophotometrisch durch Messung der Extinktion bei l=260nm bestimmt. Eine 
OD260nm=1 entspricht dabei einer Konzentration von 50µg/ml doppelsträngiger DNA, 
40µg/ml einzelsträngiger DNA oder RNA, oder 20µg/ml Oligonukleotid. Gemessen 
wurde mit Quarzküvetten.  
2.2.1.2 Kulturbedingungen und Lagerung von Bakterien 
Die für die Klonierung zur Verwendung kommenden Escherichia coli DH10B Bakterien 
wurden auf einer nach Standardverfahren hergestellten LB-Agarplatte ausgestrichen 
und bei 37°C über Nacht inkubiert. Einzelkolonien von der Agar-Platte wurden zur 
längeren Lagerung als so genannte Glycerin-Stocks angesetzt und bei -80 °C gelagert. 
2.2.1.3 Herstellung kompetenter Zellen für Hitzeschock 
100ml frisches LB-Medium wurden 1/100 mit einer frischen Übernachtkultur des 
Bakterienstammes DH10B angeimpft und unter Schütteln (250 UpM) bei 37°C inkubiert, 
bis die Bakterienkultur eine optische Dichte von OD600 0,5-0,7 erreichte. Die 
Bakterienlösung wurde anschließend 20 min auf Eis abgekühlt und anschließend 15 min 
bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 40ml kaltem Transformationspuffer 
(TB-Puffer) aufgenommen, anschließend 10 min auf Eis gekühlt und erneut 
abzentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde wiederum in 8ml TB-Puffer aufgenommen 
und mit 280 μl DMSO versetzt. Diese Lösung wurde 15 min auf Eis gekühlt. Dann 
wurden nochmals 280 μl DMSO zugesetzt, die Lösung resuspendiert, aliquotiert und in 
flüssigem Stickstoff eingefroren. Die auf diese Weise kompetent gemachten Bakterien 
konnten bei –80°C mehrere Monate gelagert werden. 
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2.2.1.4 Transformation der Bakterien durch Hitzeschock 
Durch abrupten Temperaturanstieg (Hitzeschock) wurden Zellwand und Zellmembran 
der Bakterien reversibel permeabilisiert, was die Aufnahme von Plasmid-DNA 
ermöglicht. 200μl kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 ng Plasmid-
DNA vermischt und anschließend 30 min auf Eis abgekühlt. Diese Lösung wurde dann 
ca. 90 sec. bei 42°C inkubiert und sofort wieder für 2 min auf Eis gelegt. Anschließend 
wurden 800 μl LB-Medium ohne Ampicillin zugesetzt, worauf eine Inkubation von 45 min 
im Schüttler bei 37°C erfolgte. Im Anschluss wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten 
mit Ampicillin als Selektionsantibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.  
2.2.1.5 Plasmidpräparation aus Bakterien 
Plasmid-DNA aus Bakterien wurde nach einem Ionenaustauschverfahren unter 
Verwendung des QIAGEN Plasmid Kits gewonnen (Birnboim et al., 1979; Vogelstein et 
al., 1979). Das jeweilige Kit wurde entsprechend den Angaben des Herstellers 
eingesetzt. 
2.2.1.6 Verdau von DNA 
Für einen Ansatz wurde 1 U des Enzyms pro μg Substrat DNA und der dazugehörige 
Puffer in einfacher Konzentration verwendet. Der Ansatz wurde 1-3 h bei 37°C inkubiert. 
Die Vollständigkeit des Verdaus wurde durch Auftrennung der DNA in einem Agarosegel 
überprüft. 
2.2.1.7 Herstellung einer DN Mutante des TGFßRI 
Um eine dominant negative Mutante des TGF beta Rezeptors Typ I (DN TGFßRI) zu 
erzeugen, wurde der CA TGFßRI, der in dem eukaryontischen Expressionvektor pCMV5 
zur Verfügung stand, zunächst mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Bgl III 
aus seinem Vektor ausgeschnitten, und mit Xba I an Position 782 geschnitten. Diese 
Schnittstelle liegt zwischen der GS-Domäne und der Kinase des konstitutiv aktiven 
Konstrukts. Durch den Verdau mit XbaI entstehen überhängende Enden, die nach 
Auffüllen mit Klenow Fragment mit den komplementären 4 Basen als glatte Enden 
religiert werden. Hierdurch entsteht eine Verschiebung des Leserahmens (frameshift-
mutation) die zu der Entstehung eines neuen Stop-Codons (TAG) führt. Es wird ein 
trunkierter TGF-beta Rezeptor TypI ohne Signalfunktion, der DN TGFßRI, erzeugt. 
Anschließend wurde der so neu entstandene Rezeptor wieder in pCMV5 eingebracht 
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und die Identität durch Sequenzierung überprüft. 
2.2.1.8 Agarosegelelektrophorese 
Zur Auftrennung und Präparation von DNA Fragmenten zur Expressionsvektor 
Konstruktion erfolgte eine Agarose-Gelelektrophorese, die nach Standardverfahren  
durchgeführt wurde, d.h. TAE-Agarosegele mit 3µl Ethidiumbromidlösung pro 100ml 
Agarosegellösung und mit 1XTAE als Laufpuffer. 
2.2.1.9 Rt-PCR 
2.2.1.9.1 Gewinnung der RNA aus HuH7 Zellen 
Die RNA wurde unter Verwendung des RNeasy Mini Kits (Qiagen) In einem 
Ionenaustauscherverfahren gewonnen. Den Herstellerempfehlungen folgend wurden 
zunächst jeweils 4x106 Zellen eines HuH7 Zellklons ausgezählt, gewaschen und mittels 
eines Guanidinisothiocyanat-haltigen Puffers lysiert. Guanidinisothiocyanat zerstört 
gleichzeitig RNAsen. Das Lysat wurde mittels Qia-Shredder-Säule homogenisiert. Über 
die so genannte RNeasy-Säule, einer Silikon-Gel-Membran, die in der Lage ist RNA-
Moleküle unter Zusatz von Ethanol ab einer Größe von 200bp zu binden, wurde RNA 
von kleinen Nukleotiden und anderem Zelldetritus getrennt. Zum Schluss wurde die 
RNA mit Wasser eluiert.  
2.2.1.9.2 Gewinnung der RNA aus Tumor und Peritumorgewebe 
Zur Extraktion von RNA aus Tumor- und Peritumorgewebe wurde das TRIzol Reagenz 
(Promega, Mannheim) nach Empfehlungen des Herstellers verwendet. Die TRIzol 
Extraktion beruht auf dem Prinzip der Methode nach Chomczynski und Sacchi 
(Chomczynski et al., 1987). 
Das tiefgefrorene Tumor- und Peritumorgewebe wurde in flüssigem Stickstoff mit Pistill 
und Mörser an einer Sterilbank (laminar flow) zerkleinert und 800 µl TRIzol Reagenz 
wurden zu diesen Gewebestückchen pippetiert. Diese Suspension wurde durch kurzes 
Vortexen vermischt, mit einer 2 ml Spritze und einer 26 gauge Kanüle zweimal 
aufgezogen und in ein RNase freies Eppendorfgefäß überführt. Anschließend wurden 
160 µl Chloroform zugegeben und 30 Sekunden durch Vortexen gut vermischt. 
Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 20000×g während 15 Minuten. Das 
so erhaltene RNA Pellet wurde anschließend in 70 %igem Ethanol gewaschen, um 
restliche Salze zu entfernen und dann erneut bei gleichen Bedingungen für 15 Minuten 
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zentrifugiert. Das gereinigte RNA Pellet wurde getrocknet, in 30 µl RNase-freiem DEPC 
Wasser gelöst und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. 
2.2.1.9.3 rt-PCR 
Bei jedem Ansatz wurden folgende Negativkontrollen mitgeführt: ein Reaktionsgefäß 
ohne RNA, um eine Kontamination der benutzten Reagenzien auszuschließen und eine 
Probe ohne rt-Schritt (die erst nach dem rt-Schritt bei 94°C in den Thermocycler gestellt 
wurde), um eine Kontamination durch genomische DNA auszuschließen. 
 
 
Programmierung des Thermocyklers für den Nachweis der Neomycin 
Phosphotransferase: 
    
50°C  2 min   Vorheizen  
   50°C  30 min  rt-Reaktion 
   94°C  15 min  Denaturierung 
 
35 Zyklen  94°C  1 min   Denaturierung 
   65°C  1 min   Annealing 
   72°C  1 min   Extension 
 
   72°C  10 min  Extension 
   4°C  ∞ 
  
 
Programmierung des Thermocyklers für den Nachweis der Rezeptormutanten: 
    
50°C  2 min   Vorheizen  
   50°C  30 min  rt-Reaktion 
   94°C  15 min  Denaturierung 
 
45 Zyklen  94°C  1 min   Denaturierung 
   60°C  1 min   Annealing 
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   72°C  1 min   Extension 
 
   72°C  10 min  Extension 
   4°C  ∞      
Programmierung des Thermocyklers für den Nachweis von humanem ß-Aktin: 
    
50°C  2 min  Vorheizen  
   50°C  30 min rt-Reaktion 
   94°C  15 min Denaturierung 
 
35 Zyklen  94°C  1 min  Denaturierung 
   58°C  1 min  Annealing 
   72°C  2 min  Extension 
 
   72°C  10 min Extension 
   4°C  ∞  
 
Programmierung des Thermocyklers für den Nachweis des TGF-ß Typ I Rezeptors: 
    
50°C  2 min  Vorheizen  
   50°C  30 min rt-Reaktion 
   94°C  15 min Denaturierung 
 
35 Zyklen  94°C  1 min  Denaturierung 
   57°C  1 min  Annealing 
   72°C  2 min  Extension 
 
   72°C  10 min Extension 






Programmierung des Thermocyklers für den Nachweis des TGF-ß Typ II Rezeptors: 
    
50°C  2 min  Vorheizen  
   50°C  30 min rt-Reaktion 
   94°C  15 min Denaturierung 
 
36 Zyklen  94°C  1 min  Denaturierung 
   63°C  1 min  Annealing 
   72°C  1 min  Extension 
 
   72°C  1 min  Extension 
   4°C  ∞ 
2.2.1.9.4 Aufreinigung aus Ansatz und Sequenzierung 
Zum Nachweis der spezifischen Amplifikation der Zielsequenz wurden alle als positiv 
gewerteten PCR Produkte unter Verwendung eines kommerziellen 
Sequenzierungsservice (Firma Seqlab Laboratories GmbH (Göttingen)) sequenziert. 
Elektrophoregramme wurden mit Hilfe des Programms Chromas 2.13 (Technelysium Pty 
Ltd., Helensvale, Australien) bearbeitet. 
2.2.1.10 Western Blot 
Der Western-Blot wurde benutzt, um TGF-beta Rezeptoren des Wildtyps I und II in 
HuH7 und HepG2 Zellen, humanen Tumoren und peritumoralem Gewebe 
nachzuweisen. Als Positivkontrolle diente im Fall von TGFßRI ein synthetisches 
Rezeptor Protein. Leider stand eine solche Kontrolle für TGFßRII nicht zur Verfügung. 
Als Negativkontrolle wurden Proben benutzt, die nur fetales Kälberserum (FCS) 
enthielten. 
2.2.1.10.1 Gewinnung der Proteine 
Zur Gewinnung der Proteine aus HuH7 und HepG2 Zellen werden diese nach 
Trypsinierung in einem Eppendorf-Gefäß 5min bei 200xg zentrifugiert. Der Überstand 
wird verworfen, die Zellen in PBS suspendiert und die Zentrifugation wiederholt. Nach 
Entfernung des Überstands werden 200µl 25 mM Tris-H3PO4, 2 mM CDTA, 10-% 
Dithiothreitol and 1 % Triton X-100-haltiger Lysispuffer hinzugefügt, der unter Schütteln 
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die Zellen binnen 15min vollständig auflöst und Proteine aus allen Zellkompartimenten 
und dem Zytosol freisetzt. RNA und DNA werden hierbei ebenfalls zerstört. Die 
Suspension wird nochmals bei 300xg für 5 min zentrifugiert, danach kann der Überstand 
mit den Proteinen zur weiteren Verwendung in ein neues Gefäß übernommen werden. 
Die Lösung ist bei -20°C stabil, und sollte immer auf Eis gehalten werden, weil nur so 
die weitere Degradation der Proteine durch den Lysispuffer verhindert wird. 
Das beschriebene Protokoll wurde auch auf Gewebe angewandt. Ein Gewebekubus von 
etwa 1-2mm Kantenlänge wurde dafür zuerst mittels Mörser und Pistill pulverisiert und 
anschließend wie die Zellen in 200µl Lysispuffer aufgenommen. Dann wurde analog 
dem oben beschriebenen Verfahren für Zellen vorgegangen. 
2.2.1.10.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford and 
Lowry 
Der Proteingehalt wurde unter Verwendung des DC (Detergant Compatible) Protein 
Essay Kit® von Bio-Rad, (Bio-Rad Laboratories, München) nach Vorgaben des 
Herstellers bestimmt. 
2.2.1.10.3 Western Blot Bedingungen 
Es wurde ein Einsatz von 40µg Protein auf 20µl Gesamtvolumen der Probe gewählt, die 
Auftrennung der Banden erfolgte in einem 4,5%igen Sammelgel bei 90V und im 
7,5%igen Trenngel bei 130V. Geblottet wurde im Semi-dry Verfahren bei 25V, 0,4A für 
25 min auf eine Nitrocellulose Membran (Schleicher & Schuell MicroScience GmbH, 
Dassel). Die fertige Membran wurde über Nacht bei +4°C in Blocking-Solution 
aufbewahrt. 
2.2.1.10.4 Nachweis von TGFßRII und RI mittels spezifischer polyklonaler 
Antikörper 
Nach ca. 12h in der Blocking-Solution wurde die Membran zunächst in einer Detergenz-
haltigen Lösung (TBST Puffer mit 0,5% Tween 20) 1x10 min auf einer Schaukel 
gewaschen. Dann wurde der Membran der erste Antikörper zugesetzt. Der Anti-
TGFßRI-Antikörper wurde in einem Verhältnis von 1:400 bis 1:600 in PBS und 5% 
Magermilchpulver gelöst. Für den Anti-TGFßRII Antikörper wurde Konzentration von 
1:600 in gleicher Lösung verwandt. 6ml einer Lösung wurden auf die Nitrocellulose 
aufgebracht, und unter ständigem Schaukeln für 90 min unter Raumtemperatur 
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inkubiert. Danach wurde der oben beschriebene Waschvorgang sechsmal für 5min 
wiederholt. Anschließend erfolgt die Inkubation der Membran mit einem Horseraddish-
Peroxidase gekoppelten sekundären Antikörper von Ziegen, der gegen Kaninchen-
Proteine gerichtet ist. Der sekundäre Antikörper wurde im Verhältnis 1:1000 (TGFßRI), 
bzw. 1:2000 (TGFßRII) in TBST angesetzt, und in einem Gesamtvolumen von 6 ml unter 
ständigem Schaukeln mit der Nitrocellulosemembran inkubiert. Dann erfolgte noch 
sechsmal ein 5 minütiges Waschen der Membran mit TBST. 
Mittels Zusatz von West Pico Supersignal (Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn) 
das nach Herstellerangaben verwendet wurde, wurde durch Chemolumineszenz die 
gesuchten spezifischen Banden von TGFßRI oder TGFßRII nachgewiesen. Die 
Lumineszenz wurde nach ca. 3 Minuten durch Belichtung eines Röntgenfilms über der 
Membran in einer Röntgenkassette nachgewiesen. Die verwendeten Belichtungszeiten 
lagen zwischen 1-60 Minuten. 
2.2.2 Zellbiologische Methoden 
2.2.2.1 Kulturbedingungen der Zellen 
2.2.2.1.1 Medien 
DMEM kam als Kulturmedium mit 10% fetalem Kälberserum (FCS) und 100µg/ml 
Penicillin und 100U/ml Streptomycin bei 37°C und 5% CO2 zur allgemeinen Zellkultur 
von HuH7 und HepG2 Zellen zur Verwendung. DMEM enthält alle Bestandteile eines 
kompletten Mediums und wurde zusätzlich angereichert. 
Neomycin-resistenten Zellklonen wurde darüber hinaus Geniticin (G418) in einer 
Konzentration von 800µl/ml als Selektionsmedium zugesetzt. 
OptiMEM (Gibco) wurde als serumfreies Medium zur Transfektion verwendet. 
2.2.2.1.2 Allgemeine Zellkulturbedingungen 
HuH7 wurden in für die Zellkultur beschichteten Schalen in dem oben beschriebenen 
DMEM bei 37°C und 5% CO2 subkonfluent kultiviert. 
2.2.2.1.3 Lagerung von Zellen 
Zellen, die nicht zu Experimenten herangezogen wurden, wurden in flüssigem Stickstoff 
in reinem FCS mit 10% DMSO Anteil gelagert. 
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2.2.2.2 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer Zählkammer 
Die Zellzählung erfolgte in der Neubauer Zählkammer. 
2.2.2.3 Wachstumsverhalten von Wildtyp HuH7 Zellen unter Zusatz von 
exogenem TGFß1 
Um den Einfluss von TGFß1 auf das Wachstum von Wildtyp (wt) HuH7 und HepG2 
Zellen zu untersuchen, wurden jeweils 4x105 Zellen auf 6 Loch Platten ausgebracht. 
Nach 24 h (Tag1) wurden die Kulturen mit PBS gewaschen, und das DMEM Medium 
durch serumarmes OptiMEM unter Zusatz von 0,2; 2; 10; 20 und 200µl TGFß1 ersetzt. 
Dabei kam den Herstellerempfehlungen entsprechend in PBS und 1% BSA verdünntes 
TGFß1 zur Verwendung. Erneuerung mit identischem Medium erfolgte am 3. Tag. 
Am 7. Tag wurden die Zellen mit 500µl Trypsin-EDTA abgelöst, die Kulturplatten 2x 
nachgespült und alle Zellen einer Platte in Eppendorfgefäßen bei 5000xg für 5 min zu 
einem Pellet zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, und die Zellen in einer 
definierten Menge Medium resuspendiert. 20µl der Suspension wurden 1:1 mit 
Trypanblau versetzt, und die Zahl vitaler Zellen mittels Neubauer Zählkammer bestimmt. 
Das Experiment wurde zweifach ausgeführt und die Werte gemittelt. Als 
Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Zusatz von TGFß1 unter sonst identischen 
Bedingungen. 
2.2.2.4 Stabile Transfektion von HuH7 Zellen mittels Lipofectamine 
Die Transfektion wurde mit Hilfe von Lipofectamine der Firma GibcoBRL durchgeführt.  
Die stabile Transfektion der Rezeptorkonstrukte erfolgte zunächst nach den allgemeinen 
Empfehlungen und Protokollen des Herstellers, wurde jedoch im vorgegebenen Rahmen 
durch Vorversuche modifiziert, und zur Erlangung bester Transfektionsraten optimiert. 
Jeweils 1,8x106 Zellen wurden auf 150 mm Kulturplatten ausgesät, 24 h bebrütet, und 
vor Transfektion mit OptiMEM gewaschen. Pro Transfektion wurden 40µg DNA mit 1,8 
ml OptiMEM und in einem zweiten Gefäß 90µl Lipofectamine mit 1,8 ml OptiMEM 
angesetzt. Diese beiden Lösungen wurden dann vermischt, und 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 14,4 ml OptiMEM zu jedem Ansatz 
hinzugefügt. Diese insgesamt 18 ml wurden auf jede gewaschene zu transfizierende 
Platte ausgebracht und im Brutschrank 5 h inkubiert. 
Anschließend wurde die gleiche Menge mit 20% FCS versetztem DMEM hinzugefügt. 
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24 h nach Beginn der Transfektion erfolgte der erste Mediumwechsel mit 
DMEM+10%FCS+Penicillin/Streptomycin. 72 h nach Beginn der Transfektion begann 
die Selektion mit Geneticin. Es wurden 800µl/ml G418 verwandt, diese Konzentration 
entsprach den in Vorexperimenten ermittelten maximalen Hemmkonzentration von wt 
HuH7 unter Neomycin. Ein Mediumwechsel mit supplementiertem DMEM und G418 
erfolgte alle 2-3 Tage. 
Nach ca. 10-14 Tagen ergibt sich ein Bild aus einzelnen Zellnestern. Diese sind Klone 
erfolgreich transfizierter Zellen, die, wenn sie 2-fache Gesichtsfeldgröße im Mikroskop 
erreicht hatten, mittels Trypsin vorsichtig einzeln von der Transfektionsplatte abgelöst, 
und Klon für Klon in separaten Platten aufgezogen wurden. 
Im Einzelnen wurde transfiziert: jeweils 36µg pIRESneo und 4µg CA Rezeptorkonstrukt 
oder DN Rezeptorkonstrukt (9:1), eine mock Transfektion mit 40µg pIRESneo und eine 
negativ Kontrolle ohne DNA. Alle Versuche wurden 4-fach durchgeführt. 
2.2.2.5 Untersuchung des Wachstumsverhalten von konstitutiv aktiv oder 
dominant negativen Rezeptormutanten stabil transfizierter HuH7 
Zellen 
Um den Einfluss der stabil transfizierten CA und DN Rezeptormutanten auf die 
Proliferation von HuH7 Zellen zu testen, wurde das Wachstum der Rezeptormutanten-
Klone miteinander und mit der ausschließlich pIRESneo transfizierten HuH7 
Zellpopulation verglichen. 
Am Tag 1 wurden 5x104 Zellen mittels Neubauer Zählkammer ermittelt und auf 6 Loch 
Kulturplatten mit supplementiertem DMEM und G418 in Kultur genommen. Am 3., 5. und 
7. Tag wurden die Zellen wie oben beschrieben von den Platten geerntet, und die 
Zellzahl bestimmt. Ein Mediumwechsel erfolgte am 3. und 5. Tag. Alle Ansätze wurden 
dreifach durchgeführt und die Zellzahl als Mittelwert der Ansätze errechnet. 
Um die Proliferation der einzelnen Konstrukte miteinander vergleichen zu können, wurde 
eine Wachstumskinetik erstellt, die der Phase des exponentiellen Wachstums der Zellen 
zwischen dem 3. und 5. Tag entspricht. Diese lässt sich mathematisch als 
Zt=Z0xeµt 
darstellen (Zt: Zellzahl am Tag t, Z0: initial ausgesäte Zellzahl). Hierdurch gilt für die 




Dies entspricht der Steigung der logarhitmischen Kurve zwischen dem 3. und 5. Tag und 
ist somit unabhängig von der initialen Zellzahl. Die Wachstumskonstanten wurden für 
alle Klone ermittelt und die statistische Unterschied mittels des Kruskall-Wallis Tests 
überprüft. 
2.2.3 Statistik 
Die Prüfung der statistischen Unterschiede zwischen unterschiedlichen 
Wachstumskonstanten µ von CA, DN und pIRESneo Klonen von HuH7 Zellen wurde 
mittels Kruskall-Wallis (Kruskal und Wallis, 1952) Test ermittelt. Anschließend wurde 
zwischen Kontrollklonen und Rezeptor exprimierenden Klonen mittels U-Test unter 
Verwendung der Bonferroni-Anpassung verglichen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 
unter p=0.05 wurde als signifikant angenommen. 
Bei mangelnder Normalverteilung kamen nicht-parametrische Tests zur Anwendung. 





3.1.1 Einfluss von exogenem TGFß1 auf das Wachstum von Wildtyp HuH7 
TGFß1 hat einen hemmenden Einfluss auf die Proliferation von HuH7 Wildtyp-Zellen, 
wie Abb. 10 zeigt: Schon durch Zugabe von 2 pmol/l TGFß1 zum Kulturmedium, einer 
Konzentration, die der physiologischen Serumkonzentration entspricht, ließ sich das zu 
erwartende exponentielle Wachstum verlangsamen, eine messbare 
Wachstumshemmung trat auf. Bei Zusatz von 10 pmol/l oder höher, sank die gezählte 
absolute Zellzahl vitaler Zellen unter den Ausgangswert. Es starben also Zellen ab. 
 
 
Abb 10 Einfluss von exogenem TGFß1 auf Wildtyp HuH7 und als Kontrolle verwendete HepG2 Zellen. 
HuH7 Zellen zeigen unter ansteigenden Konzentrationen eine deutliche Proliferationshemmung durch 
exogenes TGFß1, ab 10 pmol/l sterben Zellen ab. HepG2 Zellen zeigen weitgehende TGFß1 Resistenz. 
Der Rahmen markiert den klinischen Serum Konzentrationsbereich an HCC erkrankter Patienten. 
Im Gegensatz hierzu zeigten die als Kontrolle verwendeten HepG2 Zellen eine 
weitreichende TGFß1 Resistenz: Auch unter Steigerung der TGFß1 Konzentration um 
das 10 bis 100 fache normaler TGFß Konzentrationen, fand immer noch ein Wachstum 


































statt, wenn auch konzentrationsabhängig abnehmend. 






















Abb. 11: Repräsentative Gesichtsfelder gleicher Vergrößerung (10-fach) von HuH7 und HepG2 Zellen 
unter 200pmol/l TGFß1 am 7. Tag im Vergleich zur Negativkontrolle. Konfluentes Wachstum der 
Negativkontrollen (links). HuH7 Zellen zeigen unter maximaler TGFß Konzentration (oben rechts) nur 
noch vereinzelte Zellhaufen, die Zellen sind zudem balloniert. HepG2 Zellen wachsen dagegen unter 
200pmol/l noch in deutlichen Zellhaufen (unten rechts) bei unauffälliger Morphologie. 
200 pmol/l TGFß1 0 pmol/l TGFß1 





3.1.2 Einfluss der transfizierten dominant negativen und konstitutiv aktiven 
Rezeptormutante des TGF-beta Typ I Rezeptors auf das 
Wachstumsverhalten von HuH7 Zellen 
3.1.2.1 Nachweis der Neomycin-Resistenz mittels rt-PCR in der 
Negativkontrolle 
Alle als Negativkontrollen der Transfektion dienenden IRES Klone, die ausschließlich 
den Vektor mit dem Neomycin-Resistenzgen tragen, und die zur Auswertung 
gekommenen HuH7 Klone der Rezeptormutanten wurden mittels rt-PCR auf die 
Expression des IRES Gens überprüft. Die erwartete Bande liegt bei 440 bp. 
 
Abb. 12 Transkription des Neomycin-Resistenzgens in HuH7 Zellen. Spur 1-8 IRES transfizierte Klone, 
Spur 10 negativ Kontrolle der rt-PCR ohne RNA, Spur 11 ohne reverse Transkription, Spur 12 
Längenstandart. 
 
Abb. 13: Transkription des Neomycin Resistenzgens in HuH7 Zellen. Spur 1 DN1, Spur 2 DN5, Spur 3 
DN6, Spur 4 DN8, Spur 5 CA3, Spur 6 CA4, Spur 7 CA5, Spur 8 CA 6, Spur 9 CA 9 (nicht ausgewertet), 








3.1.2.2 Nachweis der Transkription konstitutiv aktiver und dominant 
negativer TGF-beta Typ I Rezeptormutanten mittels rt-PCR 
Um den Nachweis der Expression spezifisch für das rekombinante Konstrukt gegenüber 
dem Wildtyp Rezeptor zu gestalten, wurde ein Primer entworfen, der an dem Übergang 







Abb. 14 HuH7 Zellen mit konstitutiv aktivem TGF-beta Typ I Rezeptor: L= Längenstandard, Spur 2 CA3, 









Abb. 15a HuH7 Zellen, konstitutiv aktive und dominant negative TGF-beta Typ I Rezeptor Mutante: Spur 1 
CA5, Spur 2 DN5, Spur 3 ohne RNA, L= Längenstandart 
Abb. 15b HuH7 Zellen, dominant negative TGF-beta Typ I Rezeptor Mutante: L= Längenstandart, Spur 3 
DN1, Spur 4 DN6, Spur 5 DN8, Spur 6 Negativkontrolle ohne RNA, Spur 7 ohne Reverse Transkription. 
 
Alle gezeigten Klone der Rezeptormutanten in HuH7 Zellen wurden sequenziert und die 
Identität der Transgene bestätigt (siehe auch Abb. 25-32 im Anhang.) 
15a      15b 
 
L    1    2   3   4   5  6   7   8  9   L 






3.1.2.3 Untersuchung des Wachstumsverhaltes von konstitutiv aktiven und 
dominant negativen Klonen von HuH7 Zellen in Zellkultur 
3.1.2.3.1 Wachstumsverhalten der mit IRES transfizierten Kontrollgruppe von 
HuH7 Zellen 
In Abb.16 sind die zur Kontrolle dienenden IRES Klone von HuH7 Zellen dargestellt. 
Diese enthalten nur den Vektor pIRESneo mit dem Neomycin-Resistenzgen, nicht aber 
die TGF-beta Rezeptor Typ I Mutanten, die über pCMV5 exprimiert werden. 
Die Zellen wurden am Tag 0 ausplattiert, und am 3., 5. und 7. Tag ausgezählt. Die 

























Abb. 16 Logarithmische Wachstumskurven von IRES Klonen, Mittelwerte einer dreifachen Bestimmung. 
Alle IRES Klone zeigen ein annähernd exponentielles Wachstumsverhalten, bei 
unterschiedlicher absoluter Zellzahl. 
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3.1.2.3.2 Wachstumsverhalten der mit CA Mutante transfizierten Klone von 
HuH7 Zellen 
Abb. 17 stellt das Wachstumsverhalten von HuH7 Klonen dar, die mit der konstitutiv 
aktiven Mutante des TGF-beta Typ I Rezeptors stabil transfiziert wurden. Sie enthalten 





















Abb. 17 Logarithmische Wachstumskurven von CA Klonen, Mittelwerte einer dreifachen Bestimmung. 
Die Wachstumskurven zeigen insgesamt einen weniger steilen Verlauf. Auch in der 
Zellkultur entstand der Eindruck einer langsameren Proliferation der Zellklone von HuH7 




3.1.2.3.3 Wachstumsverhalten der mit DN Mutante transfizierten Klone von 
HuH7 Zellen 
Abb. 18 zeigt das Wachstumsverhalten von HuH7 Klonen, die den dominant negativen 
TGF-beta Typ I Rezeptor stabil exprimieren. Auch sie tragen zusätzlich pIRESneo zur 





















Abb. 18 Logarithmische Wachstumskurven von CA Klonen, Mittelwerte einer dreifachen Bestimmung. 
Die DN Klone zeigen, ähnlich wie die IRES Klone von HuH7 Zellen, ein annähernd 
exponentielles Wachstumsverhalten mit vergleichbar steiler Steigung der Kurven. 
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3.1.2.3.4 Untersuchung der Wachstumskinetik von IRES, CA und DN Klonen 
von HuH7 Zellen im Vergleich 
Um die Wachstumskinetik unabhängig von der absoluten Zellzahl darstellen zu können, 
wurden für die folgende Abb. 19 die Steigung der einzelnen Kurven als 
Wachstumskonstante µ (s. 2.2.2.5) aus Abbildungen 16, 17, und 18 zwischen dem 3. 
und 7. Tag errechnet und in einem Punktdiagramm dargestellt. Balken in den einzelnen 
Säulen repräsentieren den Median.  
 
   
 
Abb. 19 Wachstumskonstante µ zwischen dem 3. und 7. Tag nach Ausplattierung. Median IRES= 0,52 ; 
Median CA= 0,18 ; Median DN= 0,40. 
Im Vergleich liegen Median von dominant negativ transfizierter und Kontrollgruppe 
(IRES) der HuH7 Zellen nahe beieinander. Auffällig ist die Abweichung des Medians der 
CA Klone nach unten im Sinne eines geringeren Wachstums. 
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3.1.2.3.5 Statistische Auswertung der Wachstumskinetik 
In der statistischen Auswertung der Wachstumskinetik mittels Kruskal-Wallis Test ergab 
sich ein signifikanter Unterschied der Wachstumskinetik zwischen den Klonen (p<0,05, 
Kruskall-Wallis Test). Bei der individuellen Testung der Wachstumskinetik mit dem U-
Test zeigte sich für die Klone der konstitutiv aktiven TGF-beta Rezeptor Typ I Mutante 
(n=4) eine signifikante Wachstumsinhibition gegenüber der Neomycin Kontrolle (n=6) 
(p= 0,011). Ein signifikanter Wachstumsunterschied (p=0,05) der dominant negativen 
TGF-beta Rezeptor I Mutante (n=4) gegenüber den Kontrollklonen konnte nicht 
nachgewiesen werden. 
Alle Experimente wurden dreifach ausgeführt und ausgewertet.  
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3.2 Untersuchungen zur Expression von TGF-beta Typ I und II 
Rezeptor in HuH7 Zellen und in klinischen HCC 
Da die stabile Expression einer konstitutiv aktiven Mutante des TGF beta Typ I 
Rezeptors zu einer statistisch signifikanten Wachstumsinhibition in HuH7 Zellen führte, 
jedoch nicht in HepG2 Zellen (s. Dissertationsschrift M.J. Berna (Berna, 2001)), wurde 
die Expression von RNA und Protein sowohl des Typ I als auch des Typ II Rezeptors 
untersucht. Darüber hinaus sollten Untersuchungen an humanen HCC klären, ob eine 
TGF beta Resistenz vom Typ der HuH7 Zellen auch in klinischen HCC vorliegt. HuH7 
Zellen, zur Kontrolle verwendete HepG2 Zellen und anonymisierte HCC Resektate, die 
unserem Labor zur Verfügung standen, wurden untersucht und verglichen. 
3.2.1 Transkriptionsnachweis der RNA von TGF-beta Typ I Rezeptor in HuH7 
Zellen und humanem Lebertumorgewebe mittels rt-PCR 
Abbildung 20 zeigt die Expression von TGF-beta Typ I Rezeptor RNA (erwartete Länge 
375 bp) in allen 10 Tumorproben (gerade Zahlen). Neben jedem Tumor ist peritumorales 
Gewebe als Kontrollgruppe (ungrade Zahlen) aufgetragen. HuH7 und HepG2 Zellen 
wurden in Spur 21 und 22 aufgetragen. Sie zeigen ebenfalls Expression. Spur 23 und 24 
tragen Negativkontrollen ohne RNA bzw. ohne reverse Transkription. 
 
 
Abb. 20 Nachweis der Transkription von TGF-beta Rezeptor I RNA in 10 Tumor (gerade Zahlen) und 
korrespondierenden Peritumoren (ungerade Zahlen) (Spur 1-20), HuH7 Zellen (21) und HepG2 Zellen 
(22). Spur 23: Negativkontrolle ohne RNA, Spur 24: ohne Reverse Transkription. L= Längenstandart. 
Die dargestellten DNA Banden liegen in der erwarteten Höhe von 330 bp für das 
amplifizierte Produkt. Zum sicheren Nachweis der Identität der Bande, wurde das rt-
PCR Produkt aus Bahn 17 exemplarisch zusätzlich sequenziert. 
Das Sequenzierungsergebnis bestätigt die Identität der gezeigten Banden als 
Amplifikationsprodukt der TGF-beta Typ I Rezeptor RNA (siehe auch Abb. 33 im 




3.2.2 Transkriptionsnachweis der RNA von TGF-beta Typ II Rezeptor in 
HuH7 Zellen und humanem Lebertumorgewebe mittels rt-PCR 
Abbildung 21 zeigt die Expression von TGF beta Typ II Rezeptor RNA (erwartete Länge 
170 bp) in allen 10 Tumorproben (gerade Zahlen). Neben jedem Tumor ist peritumorales 
Gewebe als Kontrolle (ungerade Zahlen) aufgetragen. HuH7 und HepG2 Zellen wurden 
in Spur 21 und 22 aufgetragen. Sie zeigen ebenfalls Expression. Spur 23 und 24 tragen 
Negativkontrollen ohne RNA bzw. ohne reverse Transkription. 
 
 
Abb. 21 Nachweis der Transkription von TGF-beta Rezeptor I RNA in 10 Tumor (gerade Zahlen) und 
korrespondierenden Peritumoren (ungerade Zahlen) aus humanen HCC (Spur 1-20), HuH7 Zellen (21) 
und HepG2 Zellen (22). Spur 23: Negativkontrolle ohne RNA, Spur 34: ohne Reverse Transkription L= 
Längenstandart. 
Die dargestellten Banden liegen in der erwarteten Höhe von ca. 170 bp. Zur sicheren 
Identifikation der Bande als Zielprodukt der rt-PCR auf dem Gen von TGF-beta Typ II 
Rezeptor, erfolgte die Sequenzierung der Bande. Um darüber hinaus jedoch auch eine 
Rezeptor inaktivierende Punktmutation in einer Mikrosatelliten Region von 10 Adenin als 
zugrunde liegenden Defekt in dem untersuchten Patientenkollektiv auszuschließen, 
wurden die Primer um die entsprechende PolyA Sequenz gelegt. Daher erfolgte 
anschließend die Sequenzierung aller Tumoren, sowie der DNA von HepG2 und HuH7 
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3.2.3 Translationsnachweis von TGF-beta Typ I und Typ II Rezeptor Protein 
in HuH7 Zellen mittels Western Blot 
Abbildung 22 zeigt den Proteinnachweis mit polyklonalem TGFßRI Antikörper, links 
TGFßRII Antikörper. Die erwarteten Proteinbanden liegen für den TGF beta Typ I 
Rezeptor bei 55 kDa, für den Typ II Rezeptor bei 70 kDa. Als Negativkontrolle wurde 
fetales Kälberserum (FCS) mitgeführt. 
 
Abb. 22a      Abb. 22b 
Abb. 22 Nachweis von TGF beta Rezeptor Proteinen in HuH7 und HepG2 Zellen. Abb. 22a: Western Blot 
mit polyklonalem Antikörper gegen TGF-beta Typ I Rezeptor. Die erste Spur zeigt HepG2 Zellen, die 
zweite HuH7 Zellen. In der dritten Bahn wurde FCS als Negativkontrolle mitgeführt. Die Proteinbanden 
sind sowohl für HuH7 als auch HepG2 Zellen deutlich sichtbar. Sie liegen in der erwarteten Höhe. Eine 
Positivkontrolle ist nicht erhältlich. Abb. 22b Western Blot mit polyklonalem Antikörper gegen TGF-beta 
Rezeptor Typ II. In der ersten Spur eine Positivkontrolle mit TGF-beta Rezeptor II Protein, ein kommerziell 
erhältliches, gentechnisch synthetisiertes Protein. In Spur 3 HepG2 Zellen, Spur 4 HuH7 Zellen. Der Pfeil 
weist auf die Höhe der erwarteten Bande. HepG2 Zellen zeigen eine deutliche Expression (erste Bande 
von unten). HuH7 Zellen zeigen keine Bande in der erwarteten Höhe. 
HuH7 und zur Kontrolle eingesetzte HepG2 Zellen zeigen eine vergleichbare 
Proteinexpression für den TGF-beta Rezeptor Typ I. HepG2 Zellen exprimieren auch 
deutlich Protein des TGF-beta Rezeptor Typ II. Dagegen ist in HuH7 Zellen ein Typ II 
Rezeptorprotein- im Gegensatz zum vorhandenen Transkriptionsprodukt- nicht 
nachweisbar. Die Mehrfachbanden der Blots erklären sich aus der polyklonalen Natur 
beider Antikörper und entsprechen unspezifischen Bindungen. 
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3.2.4 Translationsnachweis von TGF-beta Typ I und Typ II Rezeptor Protein 
in Lebertumoren und korrespondierendem peritumoralem Gewebe 
mittels Western Blot 
Mittels Western Blot wurden auch die 10 Tumor/Peritumor Paare aus klinischen 
humanen HCC untersucht. In Abb.23 exemplarisch jeweils ein Blot zu TGF-beta Typ I 
und Typ II Rezeptor. 
 
Abb. 23a      Abb. 23b 
Abb. 23: Nachweis von TGF-beta Rezeptor Proteinen in 10 klinischen HCC und dem peritumoralen 
Gewebe. Abb. 23a: Western Blot mit polyklonalem Antikörper gegen TGF-beta Typ I Rezeptor. Von links 
nach rechts: Die erste Spur zeigt exemplarisch einen Tumor, die zweite das peritumorale Gewebe 
derselben Leber. Die Proteinbande des Tumorgewebes (Tu) ist etwas stärker ausgeprägt als die Bande 
im Peritumoralen Gewebe (PTu). Sie liegen in der erwarteten Höhe. Eine rekombinante Positivkontrolle ist 
nicht erhältlich. Abb. 23b: Western Blot mit polyklonalem Antikörper gegen TGF-beta Rezeptor Typ II. In 
Spur 1 Tumor, Spur 2 Peritumor. In der dritten Spur wurde FCS als Negativkontrolle mitgeführt. In der 
letzten Spur eine Positivkontrolle mit TGF-beta Rezeptor II Protein, ein kommerziell erhältliches, 
gentechnisch synthetisiertes Protein. Der Pfeil weist auf die Höhe der erwarteten Bande. Der Peritumor 
zeigt eine deutliche Expression (erste Bande von unten) von TGFßRII, im Peritumor ist die entsprechende 
Bande schwächer ausgeprägt. 
Die Bande oberhalb der erwarteten Größe des gesuchten TGF-beta Rezeptors 
entspricht einer unspezifischen Bindung des Antikörpers und erklärt sich aus der 




Abb. 24 Western Blot der Protein Extraktionen aus klinischen Tumoren und peritumoralem Gewebe (SDS-
Page (10%). Die Abbildung zeigt die 10 Tumor/ Peritumor Paare, gerade Zahlen zeigen die Tumore, 
ungerade Zahlen das peritumorale Gewebe. Für TGFßRII Protein Assays (70 kD positiv Kontrolle) war die 
Expression im Peritumor größer als im Tumor (6 von 10), der TGFßRI wurde im Tumor stärker als im 
Peritumor exprimiert (8 von 10). 
In acht von zehn Fällen war die Expression von TGF-beta Rezeptor Typ I Protein im 
Tumor stärker ausgeprägt als im Peritumoralen Gewebe. TGF-beta Rezeptor Typ II 






In dieser Arbeit wurde das Wachstumsverhalten von primären LeberkarzinomZelllinien 
unter exogenem Einfluss von TGFß, der Einfluss von konstitutiv aktiver und dominant 
negativer TGFßRI Mutante in HuH7 Zellen und die Expression der TGF-beta 
Rezeptoren in klinischen HCC auf Protein- und RNA Ebene untersucht. Im Rahmen des 
gesamten experimentellen Projekts wurden die Wachstumsexperimente auch in HepG2 
Zellen durchgeführt, eine weitere Arbeit befasst sich im Verlauf mit der Auswirkung der 
Rezeptormutanten auf die Invasivität der Zellen. 
4.1 Diskussion der Methoden 
4.1.1 Zellkultur 
Um verwertbare Ergebnisse aus einer Zellkultur zu erzielen, insbesondere wenn wie hier 
das Wachstumsverhalten von Zellen nach genetischer Veränderung beurteilt werden 
sollte, mussten alle anderen Kulturbedingungen stabil, und ein Optimum der 
Kulturbedingungen gehalten werden. 
Daher wurden in allen Untersuchungsreihen dieselben Kulturmedien und Zusätze 
verwandt, insbesondere wurde fetales Kälberserum nur einer Charge genutzt, um 
eventuelle Qualitätsschwankungen abzufangen. 
Darüber hinaus folgte die Pflege der Kultur ebenfalls nach standardisierten 
Bedingungen. Es musste gewährleistet sein, dass Zellen nicht durch Depletion des 
Mediums oder konfluentes Wachstum (Kontaktinhibition) aus der logarithmischen 
Wachstumskurve herausfallen. 
Hierzu musste ein regelmäßiger Mediumswechsel und das Vereinzeln und Reduzieren 
der Zellen im Verhältnis 1:3 etwa alle 3 Tage erfolgen. Hierbei durften die adhärenten 
Zellen nicht zu lange zur Ablösung trypsiniert werden, und der Vereinzelungsvorgang 
durch Ziehen durch eine 20G Nadel durfte die Zellen nicht durch Scherung 
beschädigen. 
Frisch aus der Kryokonservierung kommende Zellen eignen sich ebenfalls nicht zu 
standardisierten Versuchen, sie mussten erst ein bis zwei Passagen in Kultur gehalten 
werden, um den Stress zu überwinden. 
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Trotz Standardisierung und phänotypisch gesunder Zellkultur, zeigen die Ergebnisse, 
dass sich eine vollkommen vergleichbare absolute Zellzahl nicht erreichen ließ. Dies lag 
nicht an der etablierten Methode der Auszählung mittels Neubauer Zählkammer, diese 
war zuverlässig reproduzierbar. Vielmehr wuchsen die Zellen nach Zählung 
unvollständig an. Da dies nicht beeinflussbar war, wurde in der statistischen Auswertung 
die Basis der absoluten Zellzahl verlassen und stattdessen das Wachstumsverhalten 
einer Kultur zwischen zwei Messpunkten ausgewertet. Dies  wird durch die verwendete  
Wachstumskonstante µ beschrieben. Alle Experimente wurden mindestens 3-fach 
durchgeführt. 
4.1.2 Lipofection von HuH7 Zellen 
Die Transfektion mittels Lipofectamine (Gibco BRL) und die Kotransfektion eines 
Expressionsvektors zusammen mit einem Neomycin-Phosphotransferase Gen sind 
etablierte Methoden. 
Da bei der Kotransfektion der resistenvzermittelnde Vektor mit dem Transgen tragenden 
Expressionsvektor in einem Verhältnis von 1:10 transfiziert wird, ergibt sich für jeden 
Neomycin-selektionierten Klon eine hohe Wahrscheinlichkeit, auch das Transgen 
integriert zu haben.  
Probleme ergeben sich aber vor allem aus der Tatsache, dass der Ort der Integration 
des fremden Gens in das Genom der Wirtszelle weder vorhergesehen noch beeinflusst 
werden kann. Vom Ort der Integration hängt aber unter anderem auch die Intensität der 
Expression des Transgens ab. Daher können zwei unterschiedliche Klone einer 
Transfektionsreihe ein unterschiedliches Expressionsverhalten zeigen. Hypothetisch 
wäre es dann auch möglich, dass bei einem potentiell stark wachstumsinhibierenden, 
möglicherweise sogar Apoptose einleitenden Transgen wie dem konstitutiv aktiven 
Rezeptor, nur schwach exprimierende Klone, oder solche, die nur Neomycin-
Phosphotransferase exprimieren, selektioniert werden können. 
Durch rt-PCR und Sequenzanalysen wurde eine Verfälschung der Ergebnisse durch 
Überprüfung nicht erfolgreich transgen exprimierender Klone ausgeschlossen. Die oben 
aufgeführte Hypothese könnte jedoch ein Erklärungsansatz für die schwierige 
Erzeugung der konstitutiv aktiven Klone sein. 
Auf dem Agarose Gel erschien die Intensität der Banden der CA und DN 
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Rezeptormutanten gleich, da zur Amplifikation der DNA jedoch bis zu 50 Zyklen 
notwendig waren, ist eine quantitative Aussage der Expression nicht möglich. 
4.1.2.1 Rt-PCR 
In dieser Arbeit wurde die Amplifikation isolierter RNA zum Nachweis der Transkription 
sowohl von TGFßRI als auch TGFßRII in Zelllinien, Tumoren und peritumorösem 
Gewebe genutzt, als auch die Transkription der TGFßRI Mutanten in den Zellklonen 
nachgewiesen. 
Um eine möglichst spezifische Amplifikation eines Genes zu erreichen, sollte der Primer 
spezifisch zu einer erwählten Startsequenz sein. Je länger hierbei der Primer, umso 
höher wird seine Spezifität im Hinblick auf das gesamte Genom. Mittels Sequenzierung 
und Chromas-Analyse lässt sich dann die amplifizierte Sequenz auf Identität und Base 
um Base auf Übereinstimmung mit der Zielsequenz vergleichen, so dass 
Punktmutationen oder Leserasterverschiebungen erkennbar werden. 
Allerdings kann naturgemäß immer nur der Abschnitt des Genoms, der zwischen zwei 
gesetzten Primern liegt, überprüft werden. Ob Mutationen außerhalb der amplifizierten 
Sequenz liegen bleibt ungewiss. 
Darüber hinaus trifft die rt-PCR nur eine Aussage über die Transkription eines Gens, ob 
dieses tatsächlich in ein Protein übersetzt wird, kann so nicht beurteilt werden. Es gibt 
außerdem RNA Strukturen, die aufgrund eines weiteren Processings verlängerte oder 
verkürzte Überlebenszeiten als Matrizen aufweisen, auch hierüber kann diese Methode 
keinen Aufschluss geben. Darüber hinaus wurde in diesen Untersuchungen Gesamt-
RNA eingesetzt, nicht nur die zu translatierende RNA. 
Während qualitative Aussagen über die amplifizierte Sequenz möglich sind, lässt sich 
eine quantitative Aussage nur unter bestimmten Bedingungen treffen: Eine Kontrolle, die 
in bekannter Weise in allen Zellen auf einem stabilen Niveau transkribiert wird, muss als 
Vergleich mit amplifiziert werden. Hierfür wurde ß-Aktin verwendet.  
Um eine quantitative Aussage zu treffen, muss außerdem der so genannte Plateaueffekt 
ausgeschlossen sein. Dieser ist bei weiter Fortschreiten der PCR vor allem durch eine 
Zunahme der Gesamtzahl an Molekülen bedingt, die die effiziente Anlagerung von 
Primern und Polymerase behindern. Auch nimmt trotz Hitzestabilität der Polymerase mit 
der Anzahl der Zyklen die Aktivität der Polymerase ab. Schlussendlich führt ein 
Verbrauch von einer oder mehreren Reaktionskomponenten zu einer Stagnation der 
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Amplifikation. Aufgrund dieses Plateaueffekts, der ab etwa 30-50 Zyklen auftreten kann, 
kommt es also zu einer Angleichung der Amplifikationsmenge unabhängig von der Zahl 
initial vorhandener Matrizen. 
4.1.3 Western Blot 
Western Blot diente zum Nachweis des Translationsprodukts der untersuchten RNA. 
Um ein möglichst spezifisches Ergebnis zu erhalten, sollten nach Möglichkeit 
hochspezifische Antikörper verwendet werden, die nur an das gesuchte Protein binden. 
Auch hier erhöht die Anzahl der erkannten Epitope grundsätzlich die Spezifität des 
Antikörpers. Polyklonale Antikörper, also spezifische Antikörper aus verschiedenen B-
Zell Populationen gegen ein bestimmtes Protein, produzieren hierbei grundsätzlich 
einen höheren „Background“ als monoklonal gewonnene Antikörper, d.h., Antikörper, die 
aus einer Hybridom-Zell Population gewonnen werden, also letztlich auf die Antikörper 
Produktion eines einzelnen B-Lymphozyten zurückgehen. Neben der stärker 
ausgeprägten spezifischen Bindung zeigen sich häufig jedoch trotzdem eine Reihe 
unspezifischer Banden. 
Setzt man im Western Blot hohe Konzentrationen von primären oder sekundären 
Antikörpern ein, werden mehr und mehr unspezifische Reaktionen sichtbar, die den 
Hintergrund erhöhen. Es kommt also darauf an, das Protein mit möglichst geringen 
Antikörperkonzentrationen nachzuweisen. Dasselbe gilt für die Menge des 
Chemolumineszenz Reagenz und der Belichtungszeit des Films. 
Anders als in der rt-PCR, ist außerdem die Größe eines Proteins stark abhängig von der 
posttranslationalen Modifikation in der Zelle. Diese kann in verschiedenen Zellen anders 
ausgeprägt sein, so dass für die gesuchten Proteine in der Literatur Größenangaben mit 
bis zu 20 kDa Varianz angegeben werden. 
Schlussendlich kann der Nachweis aus Gesamtprotein der Zelle im Falle der hier 
untersuchten Rezeptorproteine nichts über die Funktionalität, oder den erfolgten 
Transport zur Zelloberfläche aussagen. 
4.2 Diskussion der Ergebnisse im Vergleich mit bereits 
publizierten Daten 
Viele verschiedene Karzinome sind TGF-beta resistent. Auch das humane HCC weist 
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eine TGF-beta Resistenz auf, die molekularen Mechanismen der aufgehobenen 
antiproliferativen TGF-beta Wirkung sind hierbei jedoch noch weitgehend ungeklärt. In 
der Literatur gibt es zudem viele Hinweise darauf, dass ein Defekt der TGF-beta 
Signaltransduktionskaskade durch eine fehlerhafte Signalweiterleitung der Rezeptoren 
zustande kommen könnte (Abou-Shady et al., 1999; Furuta et al., 1999; Sue et al., 
1995; Ueno et al., 2001). 
4.2.1 Das verwendete Zellkulturmodell 
Wenn ein defekter TGF-beta Rezeptor die TGF-beta Resistenz von HCC Zellen 
vermittelt, dann sollte die Restitution dieser Rezeptorkaskade die Resistenz aufheben 
können und zur Wachstumsinhibition führen. 
Um den Einfluss der Rezeptormutanten auf die TGF-beta Resistenz untersuchen zu 
können, sind standardisierbare Zellkultur-Experimente notwendig. Dies ist mit primären 
humanen Tumorzellen kaum oder nur sehr schwer durchzuführen. Daher ist es eine 
anerkannte Methode, etablierte und gut charakterisierte Zelllinien als Modell eines 
Tumors einzusetzen. Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit und in einer parallel 
hierzu durchgeführten Untersuchung, HuH7 und HepG2 Zellen für die Experimente 
benutzt. Bei der Interpretation sollte allerdings der Modellcharakter des Ansatzes 
bedacht werden, denn die Zelllinien sind individuell aus einem einzigen Tumor isoliert 
worden, und gewonnene Erkenntnisse können daher nur begrenzt auf eine gesamte 
Tumorentität übertragen werden. 
Ergebnisse sollten deshalb an weiteren Zelllinien und auch an primären Tumorzell-
Kulturen überprüft werden. 
4.2.2 Die Ergebnisse des Zellkulturmodells 
4.2.2.1 Der Einfluss von exogenem TGFß1 auf das Wachstum von HuH7 
Zellen 
2000 untersuchten Matsuzaki et al. (Matsuzaki et al., 2000) den Einfluss von exogenem 
TGFß1 auf primäre Ratten Hepatozyten, HepG2 und HuH7 Zellen. Hierfür wurde ein 
[3H] Thymidin Einbau Assay verwendet und die Zellen am 6. Tag ausgezählt. Verglichen 
mit den Ratten Hepatozyten wiesen HepG2 Zellen die stärkste Resistenz gegen die 
antiproliferative Wirkung von TGFß1 auf. Eine Resistenz von HuH7 Zellen im Vergleich 




In der hier vorliegenden Arbeit wurden HuH7 (und als Kontrolle HepG2) Zellen mit von 
Matsuzaki et al. (Matsuzaki et al., 2000) vergleichbaren Konzentrationen von TGFß1 
inkubiert und am 7. Tag ausgezählt. Die Ergebnisse sind sehr gut mit den Daten in der 
Literatur übereinstimmend: HuH7 Zellen zeigen eine Resistenz gegen TGFß1, denn 
auch in weit supraphysiologischen Konzentrationsbereichen proliferieren sie immer 
noch. Bei Konzentrationen ab 10pmol/l kommt es aber zu einem scharfen Abknicken der 
Kurve. HepG2 Zellen hingegen zeigen eine noch deutlicher ausgeprägtere Resistenz. 
Die sehr gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit der Literatur zeigt, dass die 
verwendete Technik der Auszählung in der Neubauer Kammer nach Ablösung der 
Zellen sehr gute Ergebnisse erzielt. 
4.2.2.2 Der Einfluss der dominant negativen und konstitutiv aktiven TGF-
beta Rezeptor Typ I Mutante auf das Wachstum von HuH7 Zellen 
Es liegen keine Publikationen über eine TGFßRI Mutante in HuH7 Zellen und 
Untersuchungen zum Einfluss einer solchen Mutante auf das Wachstumsverhalten 
dieser Zelllinie vor. 
Der Einfluss dieser Mutanten auf HepG2 Zellen wurde durch Dr. med. M. Berna im 
Rahmen seiner Dissertation untersucht (Berna, 2001). Hierbei konnte gezeigt werden, 
dass die Klonierung einer konstitutiv aktiven Rezeptormutante in HepG2 Zellen nicht zu 
einer Wachstumshemmung führt. Dies führte zu dem Schluss, dass der Defekt in der 
Signaltransduktionskaskade weiter unterhalb der Rezeptorebene zu finden sein muss. 
Wieser et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass die Klonierung einer konstitutiv aktiven 
TGFßRI Mutante in R-1b Zellen zu einer antiproliferativen Antwort der Zellen, gemessen 
in einem Zink induzierten [125I]Deoxyuridin Assay, führte (Wieser et al., 1995). Eine 
biologische Antwort der Zellen auf die Signale des mutierten Rezeptors war also 
gegeben. 
In der vorliegenden Arbeit zeigen die Ergebnisse der Wachstumsexperimente, dass 
HuH7 Zellen eine signifikante Wachstumsinhibition nach Klonierung des konstitutiv 
aktiven Transgens zeigen. In HepG2 Zellen war eine Wachstumsinhibition hingegen 
nicht zu erreichen. In einer 2001 erschienen Arbeit von Buenemann et al. konnte gezeigt 
werden, dass in Antwort auf eine Stimulation von HepG2 Zellen durch TGFß sowohl 
Smad4 aktiviert, als auch der Transkriptionsfaktor TIEG1, der Apoptose induzieren 
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kann, induziert wurde, was auf eine Ursache der Resistenz weit unter der 
Rezeptorebene hinweist (Buenemann et al., 2001). 
Da die Transfektion eines konstitutiv aktiven Rezeptors in HuH7 Zellen zu einer 
signifikanten Proliferationshemmung führt, ist es sehr wahrscheinlich, dass sich der 
Defekt auf Rezeptorebene befindet. Hierzu passen die Ergebnisse des Western Blots, 
die zeigen konnten, dass die Expression von TGFßRII in HuH7 stark vermindert ist, in 
HepG2 jedoch nicht. Dieses Ergebnis deckt sich mit einer zwischenzeitlich 
veröffentlichen Arbeit von Ueno et al. die ebenfalls eine verminderte Expression von 
TGFßRII in HuH7 Zellen nachweisen konnten (Ueno et al., 2001). 
4.2.3 Die Evaluierung der experimentellen Daten an klinischem 
Tumormaterial 
Da in-vitro Versuche einerseits die Wachstumsinhibition durch die verwendete TGFßRI 
Mutante in HuH7 Zellen bestätigten, andererseits dieses aber vom Ort des Signaldefekts 
abhängig erscheint, wurden 10 klinische HCC als Tumor und peritumoröses Gewebe 
aufgearbeitet, und die Expression von TGFßRI und RII auf RNA (rt-PCR) und Protein-
Ebene (Western Blot) untersucht. 
1995 zeigten Sue et al. in ihrer Untersuchung an 13 HCC Patienten, deren Tumor und 
Peritumorgewebe miteinander sowohl auf RNA als auch auf Proteinebene verglichen 
wurde, eine deutliche Reduktion der TGFßRI und RII RNA und Proteine (Sue et al., 
1995). Die verwendeten Methoden –Ribonuclease Protection Assay und 
Immunhistochemie- machen (semi-)quantitative Aussagen möglich. 
1999 kamen Abou-Shady et al. zu dem Ergebnis, dass die Expression 
(Immunhistochemie) der Rezeptoren in HCC und gesundem Lebergewebe nicht 
signifikant reduziert sei, die Transkription (Northern Blot) im Vergleich nicht verändert 
(Abou-Shady et al., 1999). Allerdings wurden hier die HCC Gewebe von 18 Patienten 
mit einer Kontrollgruppe 18 gesunder Probanden verglichen, was methodisch angreifbar 
ist. Wenn ein Unterschied durch den Einflussfaktor „HCC“ in einer Untersuchung belegt 
werden soll, sollten alle anderen Umstände gleich sein. Dies ist nicht der Fall, wenn 
unterschiedliche Individuen miteinander verglichen werden. 
Auch bei Ueno et al. wurde die Expression von TGFßRII in 13 HCC Proben mittels 
Immunhistochemie und Western Blot untersucht, allerdings auch mit einer 
74 
_____________________________________________________________________ 
Kontrollgruppe gesunder Probanden verglichen (Ueno et al., 2001). Auch hier konnte 
kein Unterschied festgestellt werden. 
Furuta et al. führte eine Untersuchung an 96 HCV-induzierten HCC durch (Furuta et al., 
1999). Sein Ergebnis beschreibt eine Häufigkeit von 44% für das Vorliegen einer 
Trunkierung des TGFßRII Proteins durch eine Mikrosatelliten-Instabilität im Bereich 
einer A10 –Sequenz. Der Verlust eines Adenin in dieser Sequenz führt über eine 
Leserasterverschiebung zu dem Abbruch der Translation. Das trunkierte 
Rezeptorprotein ist funktionslos. Untersuchungen durch Saeki et al. bestätigen dieses 
Ergebnis nicht (Saeki et al., 2000). 
In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls das Lebergewebe klinischer HCC 
uneinheitlicher Ätiologie untersucht. Die Gewebeproben wurden aus Tumor und 
unverändertem peritumorösen Gewebe, vergleichbar der Vorgehensweise von Sue et 
al., gewonnen (Sue et al., 1995). Eine Mikrodissektion wurde, wie auch bei der zitierten 
Literatur, nicht durchgeführt. Mittels rt-PCR konnte in allen untersuchten Proben die 
Expression der RNA für TGFßRI und RII nachgewiesen werden. Ein deutlicher 
Unterschied des Expressionsniveaus trat, anders als in der zitierten Literatur, nicht auf. 
Allerdings ist die Lightcycler rt-PCR nur zur Semiquantifizierung geeignet. Bis auf Sue et 
al. vergleicht keine der anderen Untersuchungen Proben ein und desselben Patienten 
(Sue et al., 1995). Eigene jetzt veröffentliche Daten bestätigen die hier vorgelegten 
Ergebnisse mittels real-time PCR (Musch et al., 2005). 
Eine Mikrodeletion im Mikrosatelliten des TGFßRII konnte nicht nachgewiesen werden. 
Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Saeki et al., der Furutas Ergebnisse ebenfalls 
nicht nachvollziehen konnte (Furuta et al., 1999; Saeki et al., 2000). Ein Grund für die 
außerordentlich hohe Zahl an instabilen Mikrosatelliten Tumoren in der Furuta Gruppe 
mag die große Homogenität der Ätiologien der in Japan untersuchten Tumore sein (74% 
Prävalenz von HCV Infektionen in HCC) (Van Rensburg et al., 1985). In Furutas Gruppe 
wurden 96 Patienten mit HCV Infektion (3 Patienten mit chronischer Hepatitis, 20 mit 
Leberzirrhose und 73 mit HCC) untersucht. Da die für diese Dissertation untersuchten 
Proben uneinheitlichen Ätiologie waren, was dem klinischen Patientengut hier 
entspricht, mag dies eine Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse sein. 
Die Untersuchung der Expression auf Proteinebene mittels Western Blot zeigte in 80% 
der Fälle TGFßRI im Tumor stärker exprimiert als im Peritumor, während TGFßRII in 
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60% der Fälle im Tumor schwächer exprimiert wurde als im Peritumor. 
Die Reduktion der TGFßRII Protein Expression ist vergleichbar mit den Ergebnissen von 
Sue et al. oder Abou-Shady et al. (Abou-Shady et al., 1999; Sue et al., 1995). Allerdings 
kann mit Hilfe der hier verwendeten Methode nur eine Aussage über die Expression des 
Proteins getroffen werden. Proteine müssen nach der Translation von der Zelle 
prozessiert werden, um an die vorgesehen Stelle zu gelangen. Ohne Immunhistochemie 
ist der Nachweis, dass die synthetisierten Proteine die Zelloberfläche erreichen, 
letztendlich nicht möglich. Allerdings haben Ueno et al. beide Methoden, Western Blot 
und Immunhistochemie kombiniert, und keinen Anhalt dafür gefunden, dass ein Defekt 
in der Prozessierung der Proteine in HCC vorliegt (Ueno et al., 2001). 
In dieser Arbeit wurden die Expressionsniveaus der Rezeptoren in HuH7 und HepG2 
Zellen verglichen: Während die Expression der Rezeptoren in HepG2 Zellen 
unverändert erscheint, zeigen HuH7 Zellen eine deutlich reduzierte Expression von 
TGFßRII Protein. HuH7 Zellen erscheinen als das Zellkulturmodell, dass der Situation 
klinischer HCC am nächsten kommt. 
4.2.4 Die klinische Relevanz der durchgeführten Untersuchungen 
Da TGF-beta auch in der Hepatokarzinogenese eine Schlüsselrolle spielt, und darüber 
hinaus eine Progression der transformierten Zellen zu einem aggressiveren Phänotyp 
mit einer Proliferations-Resistenz gegen TGF-beta direkt in Verbindung gebracht wird, 
wäre es wünschenswert, die Wachstumsinhibition durch ein Transgen wie der konstitutiv 
aktiven TGFßRI Mutante wiederherstellen zu können. 
Um die Wirkung der Rezeptormutanten auf die Proliferation der transformierten 
Hepatozyten unter stabilen Bedingungen und verlässlich reproduzierbar testen zu 
können, wurde ein Zellkulturmodell mit HuH7 und HepG2 Zellen etabliert, wobei diese 
Arbeit sich mit HuH7 Zellen beschäftigte. In HuH7 Zellen führte die Klonierung einer 
konstitutiv aktiven TGFßI Rezeptor-Mutante in die TGF-beta resistenten Zellen zu einer 
signifikanten Wachstumsinhibition der Zellen, also zu einer Wiederherstellung der TGF-
beta Sensibilität. Die Evaluation dieser in-vitro Experimente an klinischem 
Tumormaterial zeigte, dass in HuH7 Zellen die in der Mehrzahl der HCC Tumoren in 
gleicher Weise die Expression der TGF-beta Typ II Rezeptor-Proteine herabgesetzt ist. 
Dies macht HuH7 Zellen zu einer adäquaten Näherung für das klinische HCC und die in-
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vitro Ergebnisse zu einem wichtigen Ausgangspunkt für weitere in-vivo Studien, 
beispielsweise in einem Mausmodell. 
Auch weitere in-vitro Studien müssen durchgeführt werden: Gerade neuere Studien 
geben Anlass zu der Befürchtung, dass in einem späteren Stadium der Karzinogenese 
eine (partiell) erhaltene TGF-beta Sensibilität der Epithelzellen zu einem invasiveren, 
aggressiveren Phänotyp führt. Diese Fragen werden zurzeit in Anschlussstudien der 
Arbeitsgruppe erforscht. 
Vergleiche mit HepG2 Zellen und der Literatur zeigen außerdem, dass nicht in allen 
Fällen der Grund einer TGF-beta Resistenz auf Rezeptorebene zu suchen ist 
(Buenemann et al., 2001). Der Mechanismus der Resistenz könnte auch auf einer 
gestörten Signaltransduktion auf Smad Ebene, z.B. durch Deletion eines R-Smads oder 
Überexpression der inhibitorischen Smads, zu suchen sein. Allerdings wurde für HepG2 
Zellen in der Literatur eine funktionierende Signaltransduktionskaskade auf Smad Ebene 
beschrieben (Sun et al., 1999). Bueneman et al. stellen daher die Hypothese auf, dass 
ein Ungleichgewicht von Bcl-2 oder Bcl-xL als anti-apoptotische Proteine zu Apoptose 
Induktoren wie Bax eine Rolle in der fehlenden Apoptose-Induktion durch TGF-beta in 
Zellen spielen könnten (Buenemann et al., 2001). 
Auch haben andere Signaltransduktionswege Einfluss auf die Aktivation der Smad 
Proteine. Es wäre denkbar, dass eine Protektion gegen den TGF-beta induzierten 
Apoptoseweg über den MAP Kinase Signalweg, PBK/akt oder NFKB vermittelt wird 
(Vergleiche Abs. 1.6.4.2)  Die verschiedenen Möglichkeiten der TGF-beta Resistenz 
müssen also weiter erforscht werden. 
Wie eingangs beschrieben, sind die Behandlungsoptionen des hepatozellulären 
Karzinoms noch immer sehr unbefriedigend. Maligne transformierte Hepatozyten 
proliferieren unter großen Konzentrationen von TGF-beta und schaffen sich so einen 
Vorteil gegenüber TGF-beta sensiblen gesunden Hepatozyten. Die Wiederherstellung 
der Proliferationshemmung von HCC Zellen könnte ein Schlüssel zu einer neuen Form 





Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist in manchen Regionen eines der häufigsten 
Karzinome des Menschen. Therapieoptionen und Gesamtüberleben für an HCC 
erkrankte Patienten sind außerordentlich limitiert. TGF-beta spielt eine Schlüsselrolle in 
der Hepatokarzinogenese. Obwohl TGF-beta ein Inhibitor epithelialer Proliferation ist, 
und nachweislich erhöhte Serumkonzentrationen bei an HCC erkrankten Patienten 
gefunden werden, entkommen karzinomatös transformierte Hepatozyten einer 
Wachstumsinhibition durch TGF-beta. Dies gibt ihnen einen Proliferationsvorteil 
gegenüber nicht TGF-beta resistenten Hepatozyten. Die vorgelegte Arbeit beschäftigt 
sich mit der experimentellen Beeinflussung und Wiederherstellung der antiproliferativen 
Wirkung von TGF-beta in HuH7 Zellen, einer humanen HCC Zelllinie, mittels stabiler 
Transfektion konstitutiv aktiver und dominant negativer TGF-beta Typ I 
Rezeptormutanten und der Untersuchung der Rezeptorexpression an klinischen HCC. 
Dazu wurden 10 klinische HCC untersucht. Tumor und peritumoröses Gewebe wurden 
zum Gewinn von Proteinen und RNA aufgearbeitet. Mittels rt-PCR und Western Blot 
wurde die Expression der TGF-beta Rezeptoren Typ I und Typ II auf RNA und 
Proteinebene untersucht und die Tumorproben mit dem gesunden Lebergewebe der 
gleichen Probe und mit den Ergebnissen von HuH7 und (als Kontrolle) mit HepG2 
Zelllinien verglichen. Auf RNA Ebene ließen sich durch rt-PCR keine Unterschiede in 
den Proben nachweisen. Auch eine Mikrodeletion in einer Mikrosatelliten Sequenz, wie 
in der Literatur beschrieben, ließ sich in keiner untersuchten Probe nachweisen. Auf 
Proteinebene ließen sich sowohl in HuH7 Zellen, als auch in 60% der untersuchten 
Proben eine herabgesetzte Expression von TGFßRII Protein nachweisen. In 80% der 
Proben war TGFßRI im Tumor stärker exprimiert als im Peritumor. 
Zur Etablierung eines in-vitro Modells zur Rekonstitution der TGF-beta Funktion wurde 
zunächst die Resistenz von HuH7 Zellen gegen exogen zugeführtes TGFß1 in 
verschiedenen Konzentrationen in Zellkultur gezeigt. Unter gestaffelten Konzentrationen 
von TGFß1 wurde das Wachstumsverhalten der Zellen untersucht. Es konnte gezeigt 
werden, dass erst ab Konzentrationen von 2 pmol eine Proliferationshemmung auftritt, 
und erst eine noch weitere Steigerung der TGFß1 Konzentration in Bereiche, die einer 
5-fachen der höchsten gemessenen Konzentration in-vivo entsprechen, führt zu einer 
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Einstellung der zellulären Proliferation mit Abnahme der absoluten Zellzahl. 
Zur Beeinflussung des Wachstumsverhaltens von HuH7 wurden diese mit Transgen 
tragenden Vektoren transfiziert: Eine konstitutiv aktive (CA) oder dominant negative 
(DN) TGF-beta Typ I Rezeptormutante wurde in pCMV5 eingebracht. Dann wurde der 
Vektor mit dem entsprechenden Transgen mittels Lipofectamine zusammen mit einem 
Neomycin-Resistenz tragenden pIRESneo Vektor im Verhältnis 10:1 stabil in HuH7 
kotransfiziert und positive Klone mittels Neomycin selektioniert. Alle verwendeten Klone 
wurden mittels rt-PCR auf die Transkription der Transgene überprüft. Ausschließlich 
IRES transfizierte Klone dienten als Leerkontrolle. IRES, DN und CA Klone wurden in 
einem standardisierten Verfahren zwischen dem 3. und 5. Tag des Experiments in ihrer 
Phase exponentiellen Wachstums untersucht, und die Wachstumskinetiken der drei 
Gruppen mittels Kruskall-Wallis Test miteinander verglichen. Es ergab sich ein 
signifikant langsameres Wachstum der HuH7 CA Klone gegenüber der Kontrollgruppe 
(p=0,011). Ein signifikanter Unterschied zwischen DN und IRES Klonen konnte nicht 
nachgewiesen werden. 
HuH7 Zellen zeigen eine herabgesetzt Expression von TGFßRII Protein, vergleichbar 
mit 60% der untersuchten klinischen HCC. In HuH7 Zellen konnte durch Transfektion 
einer konstitutiv aktiven Typ I Rezeptormutante eine signifikante Wachstumsinhibition 
erreicht werden, d.h. die TGF-beta Resistenz wurde durchbrochen.  
So wurde im Rahmen vorliegender Dissertationsschrift ein Modell für weitere in-vitro und 
in-vivo Untersuchungen der TGF-beta abhängigen HCC Pathogenese etabliert. Bei 
Störung der TGF-beta Signaltransduktionskaskade auf Rezeptor Ebene wäre es auch 
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7  Anhang 
 
TRANS        CAGATCTGGTACCACGCGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  Basenpaare 
DN1                                GATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  1-60 
 
TRANS        GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  Basenpaare 
DN1          GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  61-120 
 
TRANS        CGGCGGGACCATGGAGGCGGCCGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  Basenpaare 
DN1          CGGCGGGACCATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  121-180 
 
TRANS        GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  Basenpaare 
DN1          GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  181-240 
 
TRANS        CTGCCACCTCTGTACAAAAGACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTC             Basenpaare 
DN1          CTGCCACCTCTGTACAAAANACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTA             241-288 
Abb. 25 TGF-beta Rezeptor Typ I, dominant negativ, Klon 1. Vergleich der analysierten Sequenz (Klon) 
mit der erwarteten Sequenz (Trans). Die Sequenzen sind zu 98,9% identisch (Primer grau unterlegt) 
 
 
TRANS        CAGATCTGGTACCACGCGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  Basenpaare 
DN5                            CCGANAAAGCTTGATATCGANATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  1-60 
 
TRANS        GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  Basenpaare 
DN5          GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  61-120 
 
TRANS        CGGCGGGACCATGGAGGCGGCCGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  Basenpaare 
DN5          CGGCGGGACCATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  121-180 
 
TRANS        GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  Basenpaare 
DN5          GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGTGCTGCTGCTGNCGGCGACGNCGNTACAACATTNNTNCNA  181-240 
 
TRANS        CTGCCACCTCTGTACAAAAGACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTC             Basenpaare 
DN5          CNCNNNACAAAAAAAAANAATACTNCTNCTACAAANNNACNACTACCAN             240-288 
Abb. 26 TGF-beta Rezeptor Typ I, dominant negativ, Klon 5. Vergleich der analysierten Sequenz (Klon) 
mit der erwarteten Sequenz (Trans). Die Sequenzen sind zu 71,2% identisch (Primer grau unterlegt). 
 
 
TRANS        CAGATCTGGTACCACGCGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  Basenpaare 
DN6                 NNNCNNNCNAGANTNTACTNTNTNTGANCATANTGGGCNAGACACGAGCGANN  1-60 
 
TRANS        GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  Basenpaare 
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DN6          ACGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  61-120 
 
TRANS        CGGCGGGACCATGGAGGCGGCCGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  Basenpaare 
DN6          CGGCGGGACCATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  121-180 
 
TRANS        GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  Basenpaare 
DN6          GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTNCTCCCGGCGACGACGGNANAACATTNTTT  181-240 
 
TRANS        CTGCCACCTCTGTACAAAAGACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTC             Basenpaare 
DN6          CTNCCNCNTTTCAANAAAAAANANTNNTACTTNNANAANAGATGGACTA             241-288 
Abb. 27 TGF-beta Rezeptor Typ I, dominant negativ, Klon 6. Vergleich der analysierten Sequenz (Klon) 
mit der erwarteten Sequenz (Trans). Die Sequenzen sind zu 77,4% identisch (Primer grau unterlegt). 
 
 
TRANS        CAGATCTGGTACCACGCGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  Basenpaare 
DN8                               CGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  1-60 
 
 
TRANS        GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  Basenpaare 
DN8          GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  61-120 
 
TRANS        CGGCGGGACCATGGAGGCGGCCGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  Basenpaare 
DN8          CGGCGGGACCATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  121-180 
 
TRANS        GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  Basenpaare 
DN8          GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGNGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  181-240 
 
TRANS        CTGCCACCTCTGTACAAAAGACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTC              Basenpaare 
DN8          CTGCCACCTCTGTACAAAANACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTA              241-288 
Abb. 28: TGF-beta Rezeptor Typ I, dominant negativ, Klon 8. Vergleich der analysierten Sequenz (Klon) 
mit der erwarteten Sequenz (Trans). Die Sequenzen sind zu 98,9% identisch (Primer grau unterlegt). 
 
 
TRANS        CAGATCTGGTACCACGCGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  Basenpaare 
CA3            CCCCAANTTNNNNNNNNNNANANTNTANTTNTGTGACATATNGGCNANACCGATCGAN  1-60 
 
TRANS        GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  Basenpaare 
CA3          NCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  61-120 
 
TRANS        CGGCGGGACCATGGAGGCGGCCGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  Basenpaare 
CA3          CGGCGGGACCATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  121-180 
 
TRANS        GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  Basenpaare 
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CA3          GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGNTGCTNCTCCCGGCGACGACGGNANNACATTGTTT  181-240 
 
TRANS        CTGCCACCTCTGTACAAAAGACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTC             Basenpaare 
CA3          CTNCCNCNTTTCAANAAAAAANANTNNTACTTNNANNANAGATGGNCTA             241-288 
Abb. 29 TGF-beta Rezeptor Typ I, konstitutiv aktiv, Klon 3. Vergleich der analysierten Sequenz (Klon) mit 
der erwarteten Sequenz (Trans). Die Sequenzen sind zu 79,5% identisch (Primer grau unterlegt). 
 
 
TRANS        CAGATCTGGTACCACGCGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  Basenpaare 
CA4          CCNTNNNNNNNNNNNAAGTGTTNNGANTTCNCGCGCGAANTCGGGCTNNCTANCGNNNCN  1-60 
 
 
TRANS        GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  Basenpaare 
CA4          AACGGGNTTGACAGGATNGGCTAACNGANNTGGTCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  61-120 
 
 
TRANS        CGGCGGGACCATGGAGGCGGCCGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  Basenpaare 
CA4          CGGCGGGNCCATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCCCNTCCCCGGCTGCTNCTCCTCGTGCT  121-180 
 
 
TRANS        GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  Basenpaare 
CA4          ------GGCGGCGGCGGCGGNGGCGNTGCTGCTNCCGGCGGCGACGGCGNTACANTGTTT  181-240 
 
 
TRANS        CTGCCACCTCTGTACAAAAGACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTC             Basenpaare 
CA4          CTGCCACCTCTNNANAAAAAACAATNTTACTTGTNNAANANATGGNCTA             240-297 
Abb. 30 TGF-beta Rezeptor Typ I, konstitutiv aktiv, Klon 4. Vergleich der analysierten Sequenz (Klon) mit 
der erwarteten Sequenz (Trans). Die Sequenzen sind zu 71,9% identisch (Primer grau unterlegt). 
 
 
TRANS        CAGATCTGGTACCACGCGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  Basenpaare 
CA5                                GATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG..1-60 
 
TRANS        GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  Basenpaare 
CA5          GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  61-120 
 
TRANS        CGGCGGGACCATGGAGGCGGCCGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  Basenpaare 
CA5          CGGCGGGACCATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  121-180 
 
TRANS        GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  Basenpaare 
CA5          GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGNGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  181-240 
 
TRANS        CTGCCACCTCTGTACAAAAGACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTC             Basenpaare 
CA5          CTGCCACCTCTGTACAAAANACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTA             241-288 
Abb. 31 TGF-beta Rezeptor Typ I, konstitutiv aktiv, Klon 5. Vergleich der analysierten Sequenz (Klon) mit 
103 
_____________________________________________________________________ 
der erwarteten Sequenz (Trans). Die Sequenzen sind zu 98,3% identisch (Primer grau unterlegt). 
 
 
TRANS        CAGATCTGGTACCACGCGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCGTTGCTGTCGGGCGAG  Basenpaare 
CA6      CNAAAGNAAAGGAAGNAGNNNNNNAGATTTTACTTGTGTGACANATGGGCTAGACNGAGGGNCT  1-60 
 
 
TRANS        GCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCAGCGGCGCGGCCGGGCCGGGCCGGGCCACAGGCGGTGG  Basenpaare 
CA6          NCGAGGTTTGCTGGTTTNAGGCACNGNGCNNCCNAGGCCNGNCCGGTCCACAGGCGGAGG  61-120 
 
TRANS        CGGCGGGACCATGGAGGCGGCCGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT  Basenpaare 
CA6          CGGNNGGACCATGGAGGCGGCGGTCNCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTGCT 121-180 
 
TRANS        GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACGGCGTTACAGTGTTT  Basenpaare 
CA6          GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGNGCTGCTNCTCCCGGCGNCGACGNTANNACATTNTTT  181-240 
 
TRANS        CTGCCACCTCTGTACAAAAGACAATTTTACTTGTGTGACAGATGGGCTC             Basenpaare 
CA6          CTNCCNCNTNTCAANAAANAANANTTTTACTTNTANAANAGATNGACTA             241-288 
Abb. 32 TGF-beta Rezeptor Typ I, konstitutiv aktiv, Klon 5. Vergleich der analysierten Sequenz (Klon) mit 
der erwarteten Sequenz (Trans). Die Sequenzen sind zu 69,4% identisch (Primer grau unterlegt). 
 
 
 TGFßRI       GCTCAGGTTTACCATTGCTTGTTCAGAGAACAATTGCGAGAACTATTGTGTTACAAGAAA  Basenpaare  17           GCTCAGGTTT-CCATTGCTTGTTCAGAGAACAATTGCGAGAACTATTGTGTTACAAGAAA  1-60   TGFßRI       GCATTGGCAAAGGTCGATTTGGAGAAGTTTGGAGAGGAAAGTGGCGGGGAGAAGAAGTTG  Basenpaare   17           GCATTGGCAAAGGTCGATTTGGAGAAGTTTGGAGAGGAAAGTGGCGGGGAGAAGAAGTTG  61-120   TGFßRI       CTGTTAAGATATTCTCCTCTAGAGAAGAACGTTCGTGGTTCCGTGAGGCAGAGATTTATC  Basenpaare  17           CTGTTAAGATATTCTCCTCTAGAGAAGAACGTTCGTGGTTCCGTGAGGCAGAGATTTATC  121-180   TGFßRI       AAACTGTAATGTTACGTCATGAAAACATCCTGGGATTTATAGCAGCAGACAATAAAGACA  Basenpaare  17           AAACTGTAATGTTACGTCATGAAAACATCCTGGGATTTATAGCAGCAGACAATAAAGACA  181-240   TGFßRI       ATGGTACTTGGACTCAGCTCTGGTTGGTGTCAGATTATCATGAGCATGGATCCCTTTTTG  Basenpaare  17           ATGGTACTTGGACTCAGCTCTGGTTGGTGTCAGATTATCATGAGCATGGATCCCTTTTTG  241-300   TGFßRI       ATTACTTAAACAGATACACAGTTACTGTGGA                               Basenpaare  17           ATTACTTAAACAGATACACAGTTACTGTGGA                               301-331 
Abb. 33 TGF beta Rezeptor Typ I, Transkriptionsnachweis des wt-Rezeptors in HuH7 Zellen, HepG2 









Abb. 34 Chromas Analyse einer exemplarischen Tumorsequenz im Bereich der PolyA Sequenz. Eine 
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